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All we have to decide is what to do with the time that is given to us.”  
 
J.R.R.Tolkien: The Lord of the Rings, The Fellowship of the Ring 
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1 Einleitung 
1.1 Sexuelle Kommunikation bei Pilzen 
Pilze hängen von spezifischen interzellulären Kommunikationssystemen ab, um 
sexuelle Interaktionen durchzuführen. Kleine diffundierende Moleküle sind notwendig 
für die Partnererkennung. Dies beinhaltet Unterscheidung zwischen der eigenen und 
fremden Arten und verlässliche Erkennung des komplementären Kreuzungspartners. 
Diese Signale müssen während den entsprechenden Entwicklungsstadien gesendet,  
empfangen und von anderen Umgebungssignalen unterschieden werden. Daraufhin 
müssen sie interpretiert und schließlich für die Initiation des eigenen 
Entwicklungsprogrammes genutzt werden (Schimek & Wöstemeyer, 2006). 
Sex bei Pilzen beinhaltet drei Schritte: Zwei kompatible Kreuzungspartner erkennen 
sich gegenseitig und durchlaufen eine Zellfusion (Plasmogamie). Danach findet bei 
zwei parenteralen Nuclei eine Kernfusion (Karyogamie) statt. Karyogamie findet bei 
den Chytridiomyceten, Zygomyceten und einem Teil der Ascomyceten sofort nach 
der Plasmogamie statt, bei einem weiteren Teil der Ascomyceten und den 
Basidiomyceten ist die Karyogamie jedoch verzögert. In diesen Fällen besteht ein 
dikaryotes Stadium mit zwei Zellkernen auch nach der Zellfusion. Besonders 
ausgeprägt ist dies in den Basidiomyceten, die stabile dikaryote Hyphen während 
ihres Wachstums haben. Erst zu einem späteren Zeitpunkt fusionieren beide 
Zellkerne und der dritte Schritt, die Meiose, findet statt, um haploide, rekombinante 
Nachkommen zu erzeugen (Alexopoulos, 1962).  
Die sexuellen Prozesse unterscheiden sich zwischen den verschiedenen Phyla 
erheblich. Bei den Ascomyceten sind die sexuellen Sporen (Ascosporen) in einem 
Ascus eingeschlossen. Diese Asci beinhalten, je nach Art, vier oder acht 
Ascosporen. Saccharomyces cerevisiae, ein Hemiascomycet, produziert einen Ascus 
mit vier haploiden Ascosporen. Die Paarung bei S. cerevisiae und anderen 
Ascomyceten wird durch Transkriptionsfaktoren des MAT Locus reguliert (Jones et 
al., 2011). Haploide Zellen, die über den MATa Locus verfügen, werden als a Zellen 
klassifiziert, sie können sich mit  Zellen paaren, die den MAT Locus exprimieren 
(Heitman, 2007). Es gibt zwei haploide Zelltypen, a und , wobei jeder Zelltyp ein 
differenziertes System zur Zell-Zell – Erkennung und zur Regulierung der Zell-
spezifischen Genexpression besitzt (Lee et al., 2010). Zur Paarung kommt es, wenn 
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a Zellen auf  Zellen treffen. Haploide a Zellen produzieren einen a Faktor zur 
Signalgebung an  Zellen; auf die gleiche Weise synthetisieren haploide  Zellen 
einen  Faktor, um a Zellen Signale zu übermitteln. Nach gegenseitiger Erkennung 
beider Kreuzungspartner fusionieren die beiden a und  Zellen und bilden eine 
diploide a/ Zelle (Lee et al., 2010). Diese wiederum durchläuft Meiose und 
produzieren haploide, meiotische Nachkommen, zwei a und zwei  Zellen in einem 
Ascus (Galgoczy et al., 2004). 
Der typische Lebenszyklus der Basidiomyceten  besteht aus haploiden, 
monokaryotischen, sowie dikaryotischen Stadien. Das monokaryotische Stadium 
enthält Kerne eines einzigen genetischen Typs, und wird daher Homokaryon 
genannt. Dieses Myzel enthält einen Kern pro Zelle. Das Dikaryon wird gebildet, 
wenn sich genetisch unterschiedliche Homokaryoten paaren. In Schizophyllum 
commune wird die Paarung durch ein tetrapolares System reguliert, das aus zwei 
genetischen Komplexen besteht: A und B (Raudaskoski, Kothe, 2010). Dieser 
tetrapolare MAT Locus beinhaltet Pheromone, Pheromonrezeptoren und 
Transkriptionsfaktoren (Lee et al., 2010). Tetrapolar bezieht sich auf die Tatsache, 
dass es vier verschiedene Möglichkeiten zur Paarung zwischen den haploiden 
Partnern gibt. Zur Induktion sexueller Entwicklung müssen die Partner auf die 
Bindung der Liganden an den Pheromonrezeptor reagieren, indem eine 
Signalkaskade in Gang gesetzt wird, die zur Dikaryotisation führt (Raudaskoski, 
Kothe, 2010). Es wird vermutet, dass die Interaktion der Pheromone mit den 
Rezeptoren eine wichtige Rolle für den Austausch und Migration der Zellkerne 
zwischen den Kreuzungspartnern spielt (Raudaskoski, 1998). 
  
1.2 Lebenszyklus der Zygomyceten 
Die Zygomyceten haben wiederum ein anderes System der sexuellen 
Kommunikation entwickelt. Bereits des Lebenszyklus unterscheidet sich erheblich: 
Die Sporangiosporen von Mucor mucedo enthalten mehrere Nuclei, welche 
auskeimen, wenn sie auf ein geeignetes Substrat gelangen (vergl. Abb.1.1). Nach 
ein paar Stunden bricht eine Hyphe durch die äußere Sporenwand, wächst und 
verzweigt sich. Lufthyphen bilden sich und im weiteren Verlauf die Sporangien mit 
den darin enthaltenen Sporangiosporen. Dieses Verhalten ist dann ausgeprägt, wenn 
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nur jeweils einer der beiden Paarungstypen, (+), bzw. (-) vorhanden ist (The Fungi, 
2nd Edition, 2001; M. Carlile, S.C. Watkinson, G. W. Gooday,). 
Treffen nun aber (+)-  und (-)- Typ einer Art aufeinander, wachsen die Spitzen der 
Zygophoren aufeinander zu und entwickeln zwei mehrkernige Progametangien. 
Jedes Progametangium entwickelt sich in ein Gametangium durch die Produktion 
einer Zellwand. Dadurch grenzt es sich von der benachbarten Region der Zygophore 
ab. Die Zellwand, die die beiden Gametangien trennt, löst sich auf, so dass sich aus  
 
 
 Abb. 1.1 Lebenszyklus der Zygomyzeten (nach Gooday, 1973) 
reife Zygospore 
Auskeimung 
keimendes 
Sporangium 
Sporangio- 
sporen 
Bildung der Wand 
des Keimlings mit 
Chitin und Chitosan 
Bildung 
der 
Sporen- 
wand 
Sporangien 
Veg.  
Myzel 
Sexuelle Interaktion, 
Trisporatbildung, erhöhter 
Terpenoid - Spiegel 
Zygophorenbildung 
Zygotrophe 
Pheromone 
Fusionierende Zygophoren 
Zell-Zell 
- Fusion 
Progametangien 
Bildung der 
Trennwand 
Gametangien 
Zellwandlyse, 
Plasmogamie 
sich entwickelnde Zygospore 
Zellwandbildung 
der Zygospore, 
Ablagerung von 
Sporopollenin, 
Melanin 
Einleitung 
4 
 
den vereinigten Gametangien eine Zygospore entwickelt. Die diploiden Kerne 
durchlaufen nun Meiose, wobei nur einer der entstehenden haploiden Kerne überlebt 
und seinerseits auskeimen und Sporangiosporen bilden kann. Dies geschieht jedoch 
nur unter geeigneten Umweltbedingungen. 
Pheromone, die sogenannte Trisporsäure und ihre Vorläufer sind an der Regulation 
der Paarungsreaktionen der Zygomyceten beteiligt (Schimek et al., 2003). Da dieses 
Signalsystem von verschiedenen Arten benutzt wird, kommt es häufig auch zu 
interspezifischen Reaktionen. Jedoch werden nur bei einem Aufeinandertreffen 
zweier Stränge derselben Art Zygosporen gebildet (Schachtschabel et al., 2005). Die 
Menge der gebildeten Trisporsäure variiert zwischen den Arten, ebenso wie das 
Spektrum der Trisporoidderivaten und Isomeren (Wöstemeyer et al., 2007). 
Phycomyces blakesleeanus und Mucor mucedo produzieren nur geringe Mengen an 
Trisporoiden, wohingegen Blakeslea trispora in Kreuzkulturen ungefähr 20 mg/Liter 
produziert (Wetzel et al., 2009).  
 
1.3 Sexuelle Kommunikation bei Zygomyceten 
Trisporsäure wird über einen komplexen Signalweg gebildet. Keiner der 
komplementären Partner kann Trisporsäure alleine synthetisieren. Es ist vielmehr ein 
System, das auf Kommunikation und Austausch von Metaboliten dieser beiden 
Partner beruht. Die Biosynthese beginnt mit der oxidativen Spaltung von ß-Carotin in 
beiden Partnern zu Retinal durch die Carotinoxygenase (Schimek et al. 2009) (Abb. 
1.2).  
Nach mehreren Schritten entsteht durch die 4 –Dihydrotrisporin Dehydrogenase 4-
Dihydrotrisporin, welches das letzte, in beiden Partnern gleichsam gebildete Produkt 
ist. Im (-)-Typ wird dies zu Trisporin umgewandelt, diffundiert zum (+)-Typ, wo es zu 
Trisporol hydroxyliert wird, um schließlich in Trisporsäure umgewandelt zu werden. 
Im (+)-Typ wird 4-Dihydrotrisporin zu 4-Dihydromethylrisporat, das im Gegenzug zum 
(-)-Typ diffundiert, wo es durch 4-Dehydromethyltrisporat Dehydrogenase zu 
Methyltrisporat umgewandelt wird. Im (-)-Typ entsteht nun aus Methyltrisporat 
ebenfalls Trisporsäure (Schachtschabel et al., 2005). Diese Vorläufer der 
Trisporsäure können nicht eigenständig von beiden Partner metabolisiert werden, 
sondern müssen zwischen den Kreuzungspartnern ausgetauscht werden. (Bu’ Lock 
et al., 1973). Die Produktion der Trisporsäure ist also auf die Kreuzungspartner 
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begrenzt, die sich in räumlicher Nähe zueinander befinden (Schimek et al., 2003). 
Die Vorläufer der Trisposäure agieren als Pheromone. Sie sind an der Erkennung 
des Kreuzungspartners und der Induktion der Zygophoren im komplementären 
Kreuzungspartner beteiligt (Mesland et al, 1974).  
 
 
 
 
Obwohl Trisporsäure der verantwortliche Faktor für die Induktion der Zygophoren ist, 
ist sie nicht flüchtig und kann daher nicht für eine durch die Luft induzierte Anziehung 
der (+)- und (-) Typen verantwortlich gemacht werden. Diese gegenseitige Anziehung 
Abb. 1.2 Entstehung der Trisporsäure (aus: Schachtschabel et al., 2005) 
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scheint eher auf die Diffusion der flüchtigen Typ-spezifischen Vorläufersubstanzen 
der Trisporsäure zurück zu führen sein.  
Interspezifische sexuelle Reaktionen innerhalb der Mucorales geschehen häufig. Da 
dieser Gruppe kennzeichnende morphologische Strukturen fehlen, welche die 
Kreuzungspartner definieren, werden interspezifische Kreuzungsversuche benutzt, 
um die Kreuzungspartner neuer Isolate zu klassifizieren. Das Ausmaß der 
interspezifischen Reaktionen reicht von sehr frühen Stufen wie Wachstumsstop über 
die Induktion von Zygophoren bis zur Bildung von Gametangien (Burgeff, 1924). 
Echte Kreuzungen verschiedener Arten, aus denen reife Zygosporen hervorgehen, 
wurden jedoch nie beschrieben. 
Fakultative Mykoparasiten innerhalb der Mucorales sind ebenfalls in der Lage, die 
Kreuzungstypen ihrer Wirtsorganismen zu unterscheiden (Burgeff, 1924). Parasitella 
parasitica (+) infiziert ausschließlich Absidia glauca (-) und Parasitella parasitica (-) 
infiziert nur Absidia glauca (+). Diese interspezifischen Reaktionen lassen sich nur 
durch die Tatsache erklären, dass alle Mucorales dasselbe Signalsystem für die 
sexuelle Kommunikation benutzten. Die Trisporsäure und Trisporsäure-Vorläufer 
agieren als intra- und interzelluläre Botenstoffe (Wöstemeyer et al, 1995). 
Trisporoide, die aus verschiedenen Arten (u.a. Blakeslea trispora) isoliert wurden, 
induzieren Zygophorenbildung bei Mucor mucedo (van den Ende, 1968). Sie rufen 
weitere interspezifische Reaktionen hervor, die mit dem sexuellen Prozess 
zusammenhängen, wie Wachstumsstop und eine Zunahme der ß-Carotin Produktion. 
Über die Induktion der Zygophoren hinaus stimuliert Trisporsäure die Produktion von 
ß-Carotin und anderen Intermediaten, was wiederum zur Bildung von Trisporsäure 
führt, so dass ein positiver Feedback-Loop entsteht (Werkman & van den Ende 
1973).  
Noch ist ungeklärt, auf welche Weise sich die komplementären Mucor mucedo 
Kreuzungspartner erkennen. Welche Rezeptoren an der Zellwand oder Zellmembran 
eine Rolle bei der Bindung der Trisporsäure und deren Vorläufer eine Rolle spielen, 
ist ebenso unklar. 
 
1.4 Zellwand-assoziierte Proteine 
Die Zelloberfläche von Pilzen ist an einer kleinen Anzahl Arten untersucht worden, 
wobei sich herausgestellt hat, dass es sowohl große Variationen zwischen den Arten, 
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als auch in den einzelnen Zelltypen der Pilze gibt. Die Konstruktion der Pilzzellwand 
kann sich als Antwort auf Umwelteinflüsse verändern, wie zum Beispiel osmotischer 
Schock (Blomberg et al., 1992). In allen Fällen sind die Hauptkomponenten jedoch 
Polysaccharide: Chitin, Glucane und Mannoproteine im Falle von Ascomyceten und 
Basidiomyceten, Chitosan, Chitin und Polyglucuronsäure bei Zygomyceten.  
Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Mucor spp. Zellwand haben ergeben, 
dass die Wände der Hyphen relativ dünn, kompakt, nicht-fibrös und undifferenziert 
sind im Vergleich zu den Zellwänden von Hefen, die dick, fibrös und in zwei 
Schichten organisiert sind (Orlowski, 1991).  
Da jedoch Trisporsäure vom komplementären Partner erkannt wird, muss es 
zumindest hierfür Rezeptoren an der Zelloberfläche geben, um darauf reagieren zu 
können. Welche das sind, ist noch unbekannt, genauso, ob es für die Erkennung der 
Trisporsäurevorläufer weitere Rezeptoren gibt.  
Wahrscheinlich gibt es Proteine an der Zelloberfläche, die nicht auf Trisporsäure 
reagieren, jedoch dennoch wichtig sind für die Erkennung des komplementären 
Partners.  
Möglicherweise ist auch die Art der Zellwand-assoziierten Proteine unterschiedlich im 
Vergleich vom (+)- zum (-)Typ. Da sich bereits die Morphologie des Myzels zwischen 
(+) und (-) gerade im Anfangsstadium unterscheidet, ist damit zu rechnen, dass auch 
die Proteine an der Zelloberfläche unterschiedliche sein mögen. Möglicherweise 
benötigt der (+) Typ andere Erkennungsproteine für den (-) Typ als umgekehrt der (-) 
für den (+) Typ. 
 
1.4.1 Zell-Zell- Erkennung bei Saccharomyces cerevisiae 
Als Beispiel für die Erkennung des komplementären Kreuzungspartners sei hier 
Saccharomyces cerevisiae erwähnt. Haploide Zellen von S. cerevisiae synthetisieren 
kreuzungspartnerspezifische Zelloberflächenproteine, die Agglutinine. Die Synthese 
von a- und - Agglutinin wird durch das Pheromon induziert, das vom 
korrespondierenden Kreuzungspartner produziert wird (Betz et al., 1978; 
Fehrenbacher et al.,1978). Beide Agglutinine sind glykosylierte Proteine. Die 
Differenzierung der Gameten wird durch eine Signaltransduktion induziert, die durch 
Pheromone und ihre Rezeptoren ausgelöst wird. Die Zelladhäsion kommt durch die 
Agglutinierung durch Zelloberflächenglykoproteine zustande (Yanagishima and 
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Yoshida, 1981; Betz et al., 1981). Diese Prozesse an der Zelloberfläche sind wichtig 
für die Paarung, da die Induktion der Gameten und der Zelladhäsion 
Voraussetzungen für die folgende Fusion der Zellwand und Plasmamembran bei den 
Kreuzungspartnern sind. Die sexuelle Agglutinierung entsteht durch das 
komplementäre Binden der Zellwandglykoproteine, den a- und -Agglutininen 
(Yanagishima and Yoshida, 1981). Das a- Agglutinin besteht aus den Produkten des 
AGA1 Gens und des AGA2 Gens, welches Zell-Zell-Bindeaktivitäten besitzt 
(Cappellaro et al., 1991). Die Aminosäureregion 259-331 des - Agglutinin ist wichtig 
für die Agglutinierung und zeigt eine schwache Homologie zur Immunoglobulin – 
Faltdomäne (Wojeciechowicz et al., 1993). 
Zur Klärung solcher oder ähnlicher Vorgänge bei der Erkennung des 
komplementären Kreuzungspartners beim Zygomyceten Mucor mucedo werden in 
der vorliegenden Dissertation daher unter anderem die Zellwand-assoziierten 
Proteine untersucht.  
 
1.5 Ziel der Arbeit 
Da über die Vorgehensweise bei der gegenseitigen Erkennung der (+)- und (-) Typen 
von Mucor mucedo recht wenig bekannt ist (außer dem gut untersuchten 
Trisporsäuresignalweg), soll dies im Folgenden experimentell geklärt werden. 
Zunächst wird mittels 2D-Gelelektrophorese untersucht, ob und in wie weit sich das 
Proteinmuster des (-)- vom (+)-Typ an der Zellwandoberfläche unterscheidet. Dies 
soll in mehreren Stadien geschehen: Zunächst im Bodenmyzelstadium, bei dem 
weder Sporangien noch Zygophoren sichtbar sind und zwar sowohl im (-)- und (+)- 
Typ als auch in Kreuzkulturen. Darüber hinaus ist natürlich das ausdifferenzierte 
sexuelle Stadium wichtig, in dem sich in den mit Trisporsäure behandelten 
Einzelkulturen Zygophoren gebildet haben, sowie Kreuzkulturen, in denen das 
Zygosporenstadium erreicht worden ist. In den ausdifferenzierten asexuellen, nicht 
mit Trisporsäure behandelten Einzelkulturen, wird das Sporangienstadium beider 
Kreuzungspartner untersucht. Hierbei wird das Proteinmuster auf den 2D-Gelen von 
unbehandelten Kulturen, in denen Sporangien zu erkennen sind, mit behandelten 
Zygophoren-bildenden Kulturen und dem Bodenmyzel-Stadium verglichen. Dies 
geschieht jeweils sowohl mit den Einzel- als auch mit den Kreuzkulturen. Sollte sich 
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das Proteinmuster der Zygophoren- bzw. sogar Zygosporenstadien deutlich vom 
Bodenmyzel- und Sporangienstadium unterscheiden, ist dies von größtem Interesse, 
denn dann kann angenommen werden, dass diese Proteine direkt etwas mit der 
Erkennung des komplementären Partners zu tun haben. Werden hierbei also 
Unterschiede deutlich, werden diese Proteinpunkte ausgeschnitten und analysiert. Im 
weiteren Verlauf werden für diese Sequenzen Primer konstruiert werden, um die 
zugehörigen Gene klonieren und sequenzieren zu können.  
Auf der Transkriptionsebene wird daraufhin untersucht werden, ob diese Gene 
konstitutiv transkribiert werden, um dann posttranslational in verschiedenen Stadien 
sichtbar zu werden.  
Dies soll sich nun nicht auf die Zellwand-assoziierten Proteine beschränken, denn 
auch die damit verbundenen Signaltransduktionswege mögen neue Erkenntnisse 
über die Erkennungsreaktionen zwischen den komplementären Paarungspartnern 
ergeben. Daher werden die 2D-Gelexperimente mit anschließender Analyse der 
unterschiedlichen Proteinmuster auch auf zytoplasmatischer Ebene durchgeführt. 
Zur Untersuchung der Bestandteile der Zellwand werden Zellwandfärbungen 
und HPLC – Analysen durchgeführt werden.       
Material 
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2 Material 
2.1 Chemikalien 
Agens Hersteller Cat. 
   
Aceton Roth CP40.3 
Acetonitril Roth 8825.2 
Agar Roth 5210.5 
Agarose peqlab Biotechnologe GmbH 35-1020 
Acrylamid Serva 10674 
Albumin, bovine Sigma-Aldrich A-7906 
Ammoniumchlorid Merck 1011415000 
Ammoniumperoxodisulfat Merck 101201 
Bromophenolblau BioRad 161-0404 
Bicinchoninsäure Sigma-Aldrich B 9643-1L 
Bio-Lyte 3/10 BioRad 163-1113 
Blocking Reagenz Roche 11096176001 
Calciumchlorid (99%) Merck 2381.1000 
Calcofluor white Sigma-Aldrich 18909 
Coomassie Brilliant Blue R 250 Roth 3862.2 
CHAPS (98%) Sigma-Aldrich C 9426-5G 
ConcanavalinA Invitrogen C8727 
Desoxynukleosidtriposphate Fermentas R1122 
Dream Taq TM DNA Polymerase Fermentas EP0702 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich 276855 
1,4 Dithiothreitol biomol 04010.25 
EDTA Roth 8040.3 
Eosin Y Fluka GA12212 
Essigsäure (96%) Roth T179.2 
Ethanol Merck 108543 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich E7637 
Formaldehyd Roth 4989.1 
Formamid Roth 6749.2 
Gene Ruler TM 1kb DNA ladder Fermentas SM0311 
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Agens Hersteller Cat. 
   
Glucose Monohydrat Merck 108342 
Glycerin (86%) Roth 4043.1 
Glycin ( 99%) Roth 3908.3 
Hefeextrakt Roth 2363.2 
Iodoacetamid Sigma-Aldrich I6125-25G 
Isopropanol Roth 6752.2 
Kaliumdihydrogenphosphat  ( 99%) Roth 3904.3 
di-Kaliumhydrogenphosphat CIECH 081272 
Kaliumnitrat Merck A539693 452 
Kupfersulfat Sigma-Aldrich 087K5306 
Lithiumchlorid (99,2%) Roth 3739 
Magnesiumchlorid Hexahydrat Merck 1.05833.1000 
Magnesiumsulfat Heptahydrat ( 99%) Roth P027.2 
Maltose Merck 105910 
2-Mercaptoethanol (99%) Roth 4227.1 
Methanol Roth HN41.2 
Natriumacetat Roth 6773.3 
Natriumchlorid Merck 106406 
Natriumdihydrogenphosphat VK Labor- und 
Feinchemikalien GERMED 
16182 
Natriumhydroxid (NaOH) Roth 6771.1 
N,N‘-Methylen-Bisacrylamid Serva 29196 
PCR – buffer – MgCl2 Fermentas Lot 8202 
Periodsäure J.T.Baker 1366 
Phenylmethansulfonylfluorid Fluka 78830 
Polyethylenglykol (6000) Serva 33137 
Ribonukleinsäure A Sigma-Aldrich R-9009 
Salzsäure Merck 1.00319.2500 
Schiffs Reagenz Merck 1.09034.1000 
Sodiumdodecylsulfat biomol 51430 
Stickstoff   
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2.2 Stämme 
 
Stamm Herkunft 
 
 
Mucor mucedo (-) FSU 620 Friedrich-Schiller Universität Jena 
Mucor mucedo (+) FSU 621 Friedrich-Schiller Universität Jena 
Absidia glauca (-) 101.48 CBS  
Absidia glauca (+) 100.48 CBS 
 
 
2.3 Kulturmedien 
 
Bezeichnung Menge Agens 
   
Supplementiertes 
Minimalmedium (1L) 
10 g 
(12 g) 
1 g 
4 g 
0,9 g 
0,25 g 
5 g 
1 ml 
Glucose Monohydrat 
Agar 
Ammoniumchlorid 
Kaliumdihydrogenphosphat 
di-Kaliumhydrogenphosphat 
Magnesiumsulfat Heptahydrat 
Hefeextrakt 
Calciumchlorid (0,1M) 
Agens Hersteller Cat. # 
   
TEMED BioRad 161-0801 
Thiourea Sigma-Aldrich T8656-100G 
Tris Roth 4855.3 
Trichloressigsäure (99%) Roth 8789.1 
Trichlormethan Roth 3313.2 
Triton X-100 Roth 3051.2 
Trypsin Roche 11418025001 
Urea Sigma-Aldrich U6504-1K 
Xylene Cyanol FF BioRad 161-0423 
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Induktionsmedium (1L) 20 g 
12 g 
10 g 
5 g 
2,5 g 
1g 
Maltose 
Agar 
Kaliumnitrat 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Magnesiumsulfat Heptahydrat 
Hefeextrakt 
LB-Medium (500 ml) 5 g 
2,5 g 
5 g 
(6 g) 
Trypton 
Hefeextrakt 
Natriumchlorid 
(Agar) 
Maltosemedium (1L) 20 g 
0,1 g 
Maltose 
Natriumdihydrogenphosphat 
 
2.4 Puffer und Lösungen 
2.4.1 IEF 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
Äquilibrierungspuffer I 5,4 g  
0,3 g 
1,9 ml 
3, 45 ml 
300 mg 
ad 15 ml 
Urea 
SDS (10%) 
3 M Tris-HCl pH 8.8 
Glycerol (86%) 
DTT 
A. bidest 
Äquilibrierungspuffer II 5,4 g  
0,3 g 
1,9 ml 
3, 45 ml 
375 mg 
ad 15 ml 
Urea 
SDS (10%) 
3 M Tris – HCl pH 8,8 
Glycerol (86%) 
Iodoacetamid 
A. bidest 
Rehydrierungspuffer 7 M 
2 M 
4 % 
Spatelspitze 
Urea 
Thiourea 
CHAPS 
Bromophenolblau 
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2.4.2 2D – Gelelektrophorese 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
Trenngel -Puffer, pH 8.8 3 M  Tris base 
HCl (32%) 
Laufpuffer (5x) 250 mM 
2 M 
Tris Base 
Glycin 
Trenngel (12%)  
für 6 2D-Gele 
144 ml 
45 ml 
3,6 ml 
360 µl 
1080 µl 
167 ml 
Acrylamid/Bisacrylamid (30%) 
3 M Tris – HCl pH 8,8 
SDS (10%) 
TEMED 
APS   (10%) 
A. bidest 
Coomassie 1 g 
250 ml 
100 ml 
ad 1 L 
Coomassie R 250 
2 – Propanol  
Essigsäure 
A. bidest 
Entfärber 30 % 
10 % 
ad 1 L 
Ethanol 
Essigsäure 
A. bidest 
 
 
2.4.3 DNA – Extraktion 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
Extraktionspuffer 0,15 M 
50 mM 
20 mM 
1 % 
EDTA 
Tris – HCl pH 8 
NaCl 
SDS 
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2.4.4 Agarosegele 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
TAE – Puffer (10x) 48,8 g 
16,4 g 
3,8 g 
ad 1 L 
pH auf 7,8 eingestellt 
Tris base 
Natriumacetat (wasserfrei) 
EDTA 
H2O (1 µS) 
Essigsäure 
 
 
2.4.5 Isolierung der Zellwandproteine 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
LiCl 1 M 
20 mM 
0,1 mM 
Lithiumchlorid 
Natriumdihydrogenphosphat 
Phenlymethansulfonylfluorid 
 
 
2.4.6 Gene Clean 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
New – Wash Lösung 20 mM 
200 mM 
2 mM 
51 % 
Tris-HCl pH 7.2 
NaCl 
EDTA 
Ethanol p.a. 
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2.4.7 Zellwandfärbung 
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
PBS 0,2 g 
0,2 g 
1,15 g 
8 g 
ad 1L 
Kaliumchlorid 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Dinatriumhydrogenphosphat 
Natriumchlorid 
A. bidest 
McIlvaine’s Puffer 0.1 M (davon 36.8 ml) 
0.2 M (davon 63.2 ml) 
pH 6 
Zitronensäure 
Dinatriumhydrogenphosphat 
 
2.4.8 Allgemeine Lösungen  
 
Bezeichnung Konzentration bzw. Menge Agens 
   
EDTA pH 8 0,5 M EDTA 
NaOH 
NaCl 4 M Natriumchlorid 
NaAc  1 M Natriumacetat 
Tris pH 8 1 M Tris base 
HCl 
NaOH 10 M Natriumhydroxid 
 
2.5 Primersequenzen 
2.5.1 Degenerierte Primer 
 
Bezeichnung Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer 
   
z3 5‘gcgaattcatgggicaygargt 3‘ 5’gcctgcagrtcrtgiacrtaytgraa 3 
z8 5‘gcgaattcggngaygaycargg 3‘ 5’gcctgcagrcadatngtrtcytcrtc 3‘ 
z9 5’gcgaattcgartayggitaygt 3‘ 5’gcctgcagttytgrtgngcickytg 3 
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11Zellw 5‘gcgaattcaayathwsiccnta 3‘ 5’gcctgcagcatiswickraacca 3’ 
d3 5’gcgaattcaaratggtiatgcaygc 3‘ 5’gcctgcaggtrttiacccartaytt 3‘     
d5 5‘gcgaattctgyttyathaaygc 3‘ 5’gcctgcagtcrtadatdatnac 3‘     
d6 5‘gcgaattcyuigaygayathtt 3’ 5’gcctgcagatrttngtiarickrtg 3‘     
d7 5’gcgaattcgciggncargarga  3‘     5’gcctgcagyttngciswrcaytc 3‘     
d10 5’gcgaattccarcargargcntgg 3‘         5’gcctgcagacytgytgrtgcat 3‘    
A2 5’gcgaattcttyacnaargarga 3’ 5’ gcctgcagtcyttytcrtartc 3’ 
A3 5’gcgaattctaygayathgtnaayac 3’ 5’ gcctgcaggtcatnccnggytt 3’ 
A4 5’ gcgaattcgarccnaaycaygg 3’ 5’ gcctgcagcatcatdatcatncc 3’ 
A7 5’gcgattcccngaratgatgcc 3’ 5’ gcctgcagtcccangtraaytc 3’ 
 
2.5.2 RAPD Primer 
P-06: 5’ – gaaacagcgg – 3’                                  B-18: 5’ – ccacagcagt – 3’ 
P-08: 5’ – ggagcccac – 3’                                    X-07: 5’ – ccacaaacgc – 3’      
P-17: 5’ – ggcatcggcc – 3’                                   Y-17: 5’ – ggctggttcc – 3’ 
P-21: 5’ – gtgagcgtc – 3’ 
 
2.6 Klonierung 
2.6.1Vektor 
 
Agens Hersteller Cat. 
   
pTZ19R DNA Fermentas SD0141 
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2.6.2 Puffer, Enzyme  
 
Agens Hersteller Cat. # 
   
10 x Ligationspuffer Fermentas EL0011 
EcoRI Fermentas ER0271 
PstI Fermentas ER0611 
T4 – Ligase  Fermentas EL0011 
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3 Methoden 
 
3.1 Kultivierung 
3.1.1 Anzucht zur Proteinisolierung 
Aus einer Sporensuspension (2,5*107 Sporen/ml) von Mucor mucedo (-), (+) Einzel-, 
sowie Kreuzkulturen wurde eine Verdünnung von 1:1000 hergestellt. Davon wurden 
je 200 µl auf eine mit Einmachfolie ausgelegte Agarplatte (Induktionsmedium, siehe 
2.3) ausplattiert und im Dunkeln bei RT inkubiert bis das entsprechende Stadium 
erreicht worden war. Es wurden (-)- (+)- und Kreuzkulturen im Bodenmyzelstadium, 
im Trisporsäure (TA) – induzierten Stadium (sexuelle Strukturen) und im 
unbehandelten Sporangien – Stadium (asexuelle Strukturen) geerntet. Zur Kontrolle  
wurde eine Lösemittelkontrolle (DMSO) mitgeführt. 
 
3.1.1.1 TA – Induktion 
Aus Blakeslea trispora isolierte Trisporsäure (3.1.3) wurde in der Konzentration von 
50 µg/Platte auf die sich im einschichtigen Bodenmyzel befindenden Mucor mucedo 
(-), (+) Einzel- und Kreuzkulturen durch Sprühen aufgetragen. Die Trisporsäure war 
in DMSO gelöst worden. Nach 18 Stunden wurden die Kulturen wie unter 3.2 bzw. 
3.3 beschrieben geerntet. In diesem Stadium hatten sich auf den (-) und (+) – Platten 
Zygophoren gebildet, auf den Kreuzkulturen waren darüber hinaus Gametangien 
vorhanden.   
 
3.1.2 Anzucht zur DNA – Isolierung  
In einen Kolben mit je 100 ml flüssigem SUP-Medium (supplementiertes 
Minimalmedium, siehe 2.3; Wöstemeyer, 1985) wurden 30 µl einer 
Sporensuspension (2,5*107 Sporen/ml) Mucor mucedo (-) bzw. (+) gegeben. Die 
Kulturen wurden 3 Tage auf einem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert.   
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3.1.3 Extraktion von Trisporoiden aus Blakeslea trispora Flüssigkulturen 
Je 100 ml flüssiges SUP- Medium (2.3) wurden in 120 sterile 500 ml Glaskolben 
gegeben. Je 60 davon wurden mit einem mit Blakeslea trispora (-) bewachsenen 
Agarblock inokuliert, 60 weitere Glaskolben mit einem mit Blakeslea trispora (+) 
bewachsenen Agarblock. Die Glaskolben wurden auf einem Schüttler bei 20 °C 3 
Tage inkubiert.  
Am dritten Tag wurden in 60 weitere, sterile 500 ml Glaskolben je 100 ml flüssiges 
Maltosemedium (2.3) gegeben. Je ein Glaskolben mit angezogenem Blakeslea 
trispora (-)  und ein Kolben mit Blakeslea trispora (+) wurden in einen sterilen Sieb 
gegeben, dadurch vom SUP- Medium getrennt und mit etwas Maltosemedium 
gewaschen. Danach wurde das Myzel von je einem (-)-, bzw. (+) – Kolben 
zusammen in einen neuen, sterilen Kolben mit 100 ml Maltosemedium überführt und 
bei 20 °C im Dunkeln 6 Tage auf einem Schüttler inkubiert.  
Zur Extraktion der Trisporoide wurden die Kulturen anschließend über einen Filter 
gegeben und das Maltosemedium, in dem sich nun die Trisporoide befanden, 
aufgefangen. Der pH des Filtrats wurde mit 1 M KOH auf 8.0 eingestellt. Das Filtrat 
wurde in 500 ml Portionen mithilfe von 500 ml Extraktionslösung (100:5 
Trichlormethan : 2-Propanol) in einem Scheidetrichter extrahiert. Nach Trennung der 
Phasen waren in der unteren, organischen Phase die Trisporoide enthalten. Auf 
diese Weise wurde mit dem gesamten Filtrat verfahren. Zum Trisporoidextrakt 
wurden 5-6 Spatel wasserfreies NaSO4 gegeben um Restwasser zu binden. Am 
nächsten Tag wurde das Extrakt wurde erneut gefiltert, das restliche NaSO4 entfernt 
und im Rotationsverdampfer aufkonzentriert. Das getrocknete, konzentrierte 
Trisporoidprodukt wurde in 4-8 ml DMSO gelöst und in schwarzen Flaschen 
(lichtempfindlich) bei -20 °C gelagert (van den Ende, 1972). Zur Bestimmung der 
Trisporsäurekonzentration wurde ein Absorptionsspektrum zwischen 200 und 400 nm 
aufgenommen. Anhand des Peaks bei ca. 322 nm konnte die Konzentration 
bestimmt werden. 
 
3.2 Proteinisolierung (zytosolisch) 
Sobald das entsprechende Stadium erreicht worden war (3.1.1), wurde das Myzel 
von der Einmachfolie abgetrennt und sofort in flüssigem Stickstoff gemörsert (60 
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Platten pro Stadium und Kreuzungstyp) bis ein feines Pulver entstand. Das Pulver 
wurde gewogen und 50 µl 1 M Tris-HCl pH 7,5 – Puffer pro Gramm gemörsertem 
Myzel zugegeben. Anschließend wurde das Myzel unter Rühren auf Eis vorsichtig 
aufgetaut bis eine homogene Masse entstand. Bei 4 °C wurde bei 10 000 rpm für 20 
Minuten abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Proben in 
Aliquots von je 100 µl bis zur weiteren Verwendung bei – 80°C eingefroren. 
 
3.3 Proteinisolierung (Zellwand – assoziierte Proteine) 
Nach Teepe et al, 1988. Im gewünschten Stadium wurden je 60 mit Myzel 
bewachsene Einmachfolien in 100 ml 1M Lithiumchlorid (Lösung siehe 2.4.5) 
getaucht und das Myzel durch Schwenken vorsichtig abgelöst. Der Behälter wurde 
20 Minuten auf Eis inkubiert, danach das Myzel entfernt und die Flüssigkeit bei 4 °C, 
10 000 rpm für 20 Minuten abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, und 
die Proteine mit 20 % TCA über Nacht auf Eis gefällt. Am nächsten Tag wurden die 
Proteine bei 4 °C, 10 000 rpm für 20 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wurde 
zweimal mit 90 % Aceton gewaschen, danach in 400 µl 100 mM Tris-HCl pH 8,8 
aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei – 20 °C eingefroren.  
 
3.4 Proteinfällung 
Für die Fällung zytosolischer Proteine aus Proben von IM-Platten wurde das 
entsprechende Eppendorfgefäß mit dem Proteinüberstand (siehe 3.2) bei 12 000 rpm 
10 Minuten abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und die Proteine durch 
Zugabe von 250 µl einer 20% TCA-Lösung 30 Minuten auf Eis gefällt. Die Proben 
wurden 10 Minuten bei 12 000 rpm abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das 
Pellet wurde zweimal mit 90% Aceton gewaschen, in 400 µl 100 mM Tris-HCL pH 8,8 
aufgenommen und bei – 20 °C eingefroren. 
 
3.5 Konzentrationsbestimmung der Proteinproben 
Als Referenz wurden Proben mit 0, 100, 250, 500, 750 und 1000 µg BSA/ml im 
Photometer gemessen, die im selben Puffer gelöst worden waren wie die Proben. 
Von den Proben wurden je eine 1:10 und eine 1:20 Verdünnung hergestellt. Sowohl 
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Referenzproben als auch die zu bestimmenden Proben wurden mit 1 ml einer 
Bicinchoninsäure/Cu2+ (50:1) Lösung versetzt und bei 37 °C 30 Minuten inkubiert. 
Anschließend wurden die Proben und Referenzen im Photometer bei einer 
Wellenlänge von 562 nm gemessen. Anhand der Eichgerade wurde die 
Proteinmenge der Proben bestimmt.  
 
3.6 Rehydrierung der IEF – Streifen 
Pro Streifen wurden 300 µl des Rehydrierungspuffers (2.4.1) in eine 
Rehydrierungswanne gegeben, dann der Streifen mit der beschichteten Seite nach 
unten darauf gelegt und mit 3 ml Mineralöl überschichtet. Die Streifen wurden über 
Nacht bei 20 °C passiv rehydriert (Anleitung nach BioRad). 
 
3.7 Fokussierung der IEF – Streifen 
Die Proben wurden mit 2 µl Ampholyte und 10 µl DTT (0,5 M) versetzt und mit 
Rehydrierungspuffer auf 100 µl aufgefüllt. 
Die Streifen wurden mit der beschichteten Seite nach oben am + -Ende an die Anode 
der Fokussierwanne angelegt und durch „Cup Loading“ die Proteine aufgetragen. 
Danach wurden die Streifen mit 2 ml Mineralöl überschichtet und mit folgendem 
Programm fokusiert: Step 1: 250 V für 15 Minuten, Step 2 : 10 000 V für 3 Stunden; 
Step 3: 10 000 V für 60 000 V-Stunden, Step 4: 500 V hold (Anleitung nach BioRad).  
 
3.8 Äquilibrierung der IEF – Streifen 
Direkt nach der Fokussierung wurden die Streifen mit der beschichteten Seite nach 
oben in eine Rehydrierungswanne gelegt und mit je 3 ml des Äquilibirierungspuffers I 
(2.4.1) überschichtet. Unter leichtem Schütteln wurden sie 12 Minuten inkubiert, 
danach der Puffer entfernt, Äquilibirierungspuffer II (2.4.1) aufgetragen und ebenfalls 
unter leichtem Schütteln für 12 Minuten inkubiert.  
 
3.9 Elektrophorese der 2D – Gele  
Die äquilibrierten Streifen wurden auf die mit 1x – Laufpuffer (2.4.2) überschichteten 
Trenngele (12%) gegeben und mit Agarose (0,125 g Agarose, 25 ml 1x – Laufpuffer, 
Bromophenolblau) überschichtet. Nach dem Aushärten der Agarose wurden die Gele 
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in der 6er Gelkammer bei 120 mV ca. 7 Stunden laufen gelassen. Danach wurden 
die Gele 30 Minuten in 20 % TCA fixiert und anschließend über Nacht in Coomassie 
gefärbt (Anleitung nach BioRad).  
Am nächsten Tag wurde der Hintergrund durch mehrmaliges Wechseln des 
Entfärbers entfärbt. 
 
3.10 In-Gel-Verdau 
Zunächst wurden die entsprechenden 2D-Gele zweimal jeweils 10 Minuten in 
A.bidest gewaschen. Die ausgewählten Proteinpunkte eines 2D-Gels wurden 
ausgeschnitten und in je ein Eppendorfgefäß überführt. Die Gelpartikel wurden mit 
50 mM NH4HCO3/Acetonitril (1+1 v/v) für 15 Minuten bei Raumtemperatur und 1000 
rpm gewaschen. Die Flüssigkeit wurde abgenommen und je 100 µl Acetonitril 
zugegeben. Das Acetonitril wurde nach kurzer Zeit wieder abgenommen und die 
Gelstückchen in 100 µl 50 mM NH4HCO3 rehydriert. Nach 10 Minuten wurde 100 µl 
Acetonitril zugegeben. Nach 15 Minuten Inkubation wurde die Flüssigkeit 
abgenommen und 100 µl Acetonitril zugegeben. Nachdem die Gelstückchen 
geschrumpft waren, wurde die Flüssigkeit wieder abgenommen und die Stückchen 
an der Luft getrocknet. 
10 µl Trypsin (25 ng/µl) wurde mit 190 µl 25 mM NH4HCO3 gemischt. Davon wurden 
je 13 µl auf ein Gelstück gegeben und für 30 Minuten auf Eis gequollen. Die 
Restflüssigkeit wurde abgenommen, 3 µl 25 mM NH4HCO3 zugegeben und über 
Nacht bei 37 °C inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde die Restflüssigkeit abgenommen. Für die Extraktion der 
Proteine wurde je 10 µl 0,1 % TFA/Acetonitril (1+1 v/v) zugegeben und 10 Minuten 
im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurden die Proben eine Stunde bei 
Raumtemperatur und 1000 rpm geschüttelt. Der Überstand wurde abgenommen und 
bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt (nach Prussak et al, 1989).  
 
3.11 MS – Analyse 
Es wurde je ein 1 µl der Probe (3.10) auf eine Platine gegeben und mit 1 µl Matrix 
versetzt. Die Proben wurden per MALDI – TOF MS am Hans – Knöll Institut, Jena 
analysiert. Die erhaltenen MS-Massen wurden bei MASCOT-Search eingegeben und 
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die Sequenzübereinstimmungen mit den Proteinsequenzen von Mucor circinelloides, 
Phycomyces blakesleeanus und Rhizopus oryzae abgeglichen. 
 
3.12 DNA – Isolierung 
Das wie unter 3.1.2 beschrieben angezogene Myzel aus den Flüssigkulturen von 
Mucor mucedo (-) bzw. (+) wurde über einen Büchnertrichter abfiltriert und das so 
gewonnene Myzel in flüssigem Stickstoff gemörsert. Ein Teil des entstandenen 
Pulvers wurde in 5 ml Extraktionspuffer gegeben und für 1 Stunde bei 70 °C 
inkubiert. 1,2 ml 4 M NaCl wurde zugegeben, vorsichtig gemischt und für 30 Minuten 
auf Eis inkubiert. Die Proben wurden 10 Minuten bei 5 °C und 4000 rpm 
abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Greinertube gegeben. 100 mg festes 
PEG 6000 wurde pro ml Flüssigkeit eingewogen und langsam gemischt, bis es sich 
völlig gelöst hatte. Die Ansätze wurden 1 Stunde auf Eis gelassen und anschließend 
10 Minuten bei 5 °C und 4000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen, das Pellet in 800 µl einer 0,3 M NaAc, 50 mM Tris-HCl pH 8 Lösung 
gelöst und in ein Eppendorfgefäß überführt. 50 µl RNase A (1 mg/ml) wurden 
zugegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 0,4 
ml Chloroform zugegeben, vorsichtig gemischt und 1 Minute bei 12 000 rpm 
abzentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und in ein neues 
Eppendorfgefäß überführt und ein Volumen 100 % Isopropanol zugegeben. Über 
Nacht wurde die DNA bei – 20 °C gefällt (Cole, 1991).  
Am nächsten Tag wurden die Proben bei 12 000 rpm 5 Minuten abzentrifugiert, der 
Überstand abgenommen und 1 ml eiskaltes Ethanol  (100%) zugegeben. Dies wurde 
zweimal wiederholt, der Überstand verworfen und erneut 2 Minuten bei 12 000 rpm 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde 30 Minuten in der SpeedVac getrocknet. Danach 
wurde das DNA – Pellet in 50-100 µl sterilem A. bidest gelöst und bei – 20 °C bis zur 
weiteren Verwendung eingefroren.   
 
3.12.1 Konzentrationsbestimmung der DNA 
Von der wie unter 3.12 beschrieben isolierten DNA wurde eine 1:5 Verdünnung 
hergestellt. Davon wurden 1 µl, 2 µl und 5 µl auf ein TAE – Agarosegel (1%) 
aufgetragen. Für einen Konzentrationsabgleich wurden des Weiteren 1 µl, 2 µl und 5 
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µl einer definierten DNA – Menge aufgetragen. Anhand eines Vergleichs der 
Bandenstärke konnte die DNA – Konzentration bestimmt werden.  
 
3.13 PCR – Durchführung 
Zu aus Mucor mucedo (-) bzw. (+) isolierter DNA (7,5 ng pro PCR-Ansatz) wurden 
die entsprechenden Primer (je 1µl einer 100 pmol/µl Lsg.) pipettiert, sowie ein 
Mastermix bestehend aus 2 µl 2,5 mM dNTPs, 2,5 µl 10x Puffer  NH4, 2 µl 25 mM 
MgCl2, 14 µl H2O bidest und 0,2 µl Taq – Polymerase. 
Die Denaturierung der DNA lief bei 94 °C ab, das Annealing lag bei einer Temperatur 
von 45 °C, 50 °C oder 55 °C und die Elongation bei 72 °C. Es wurden 30 Zyklen 
durchgeführt.  
Nach der PCR wurden die Proben auf ein 1 % Agarose Gel aufgetragen und die 
Banden bei 50 Volt aufgetrennt (nach Hart et al., 1990, Kellogg et al., 1990).  
 
3.14 Isolierung der PCR-Fragmente aus dem Agarosegel 
Nachdem die PCR-Fragmente auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und 
elektrophoretisch aufgetrennt wurden, wurden sie aus dem Gel isoliert um sie für die 
Klonierung verwenden zu können. Zunächst wurden die entsprechenden Banden mit 
dem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Zu jedem Gelstück wurde 1ml einer 6M 
Natriumjodidlösung gegeben. Dies wurde bis zur Auflösung des Gelstücks bei 55 ºC 
inkubiert (Blin et al., 1975). Pro Gelstück wurde 5 l Glasmilch zugegeben und 20 
Minuten geschüttelt, um die DNA an die Glasmilch zu binden (Vogelstein und 
Gillespie, 1979). Die Proben wurden 1 Minute abzentrifugiert und das Pellet 
anschließend mit 1 ml New-Wash-Lösung (2.4) gewaschen. Die Ansätze wurden 
erneut 1 Minuten abzentrifugiert und der Waschvorgang wiederholt. Das Pellet wurde 
in 20 l A. bidest aufgenommen und bei  55 ºC inkubiert. Nach einer weiteren 
Zentrifugation wurde der Überstand abgenommen und enthielt nun das PCR-
Fragment.  Das Pellet wurde erneut in 10 l A. bidest aufgenommen, weitere 10 
Minuten bei 55 ºC inkubiert und danach abzentrifugiert. Der Überstand enthielt 
weitere Mengen des PCR-Fragments und wurde mit dem vorigen Überstand vereint. 
Mit der gleichen Methode wurde der geschnittene Vektor aus dem Gel aufgereinigt.      
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3.15 Restriktionsverdau 
Das zu verdauende Fragment bzw. der Vektor (pTZ19R, vergl. 2.6) wurde mit 1 Unit 
pro g DNA EcoRI und PstI versetzt. Des Weiteren wurde der für die Enzyme 
geeignete Puffer hinzugegeben und mit bidestilliertem Wasser auf die gewünschte 
Menge aufgefüllt. Der Verdau wurde über Nacht bei 37 ºC inkubiert (nach Scharf et 
al, 1986). 
 
3.16 Ligation 
Das enzymatisch verdaute Fragment und der geschnittene Vektor wurden mit 1 Unit 
T4-Ligase und 10x Ligationspuffer (incl. 5 mM ATP) gemischt und mit bidestilliertem 
Wasser auf die gewünschte Menge aufgefüllt. Die Ligation wurde über Nacht bei 
11ºC im Ligationsbad durchgeführt.  
 
3.17 Transformation 
200 l kompetente XL1-Blue E.coli Zellen wurden 10 Minuten auf Eis aufgetaut. 
Danach wurde das entsprechende, mit dem Vektor ligierte Fragment in die 
Zellensuspension gegeben in weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Bei 42 ºC wurden 
anschließend daran die Zellen für 30 Sekunden bis 2 Minuten einem Hitzeschock 
ausgesetzt, so dass die Plasmide in die Zellen aufgenommen werden konnten. Nach 
dem Hitzeschock wurde sofort 1 ml LB-Medium zugegeben und die Zellen 0,5 –1 
Stunden bei 37 ºC inkubiert. 
Anschließend wurden 500 l des Ansatzes auf eine LB-amp Agarplatte ausplattiert 
und über Nacht bei 37 ºC gelagert (nach Mandel et al., 1970). 
 
3.18 Plasmidpräparation 
1 ml der Übernachtkultur wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefäß gefüllt und 2 
Minuten bei 13000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet 
in 200 l 50 mM Glucose, 10 mM EDTA und 25 mM TrisCl pH8 gelöst. Danach 
wurden 20 l Lysozym (10mg/ml) zugegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. 300 l 0,2 M NaOH und 1 % SDS wurden hinzu pipettiert, vorsichtig 
gemischt und weitere 300 l 3 M Kac pH 4,8 zugegeben. Nach dem Mischen wurde 
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wieder 30 Minuten auf Eis inkubiert, bevor das Gemisch 10 Minuten bei 13000 rpm 
abzentrifugiert wurde.  
400 l des Überstand wurden in ein neues Eppendorfgefäß gefüllt, 20 l RNAse 
(1mg/ml) zugegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach 
wurden 400 l Chloroform dazugegeben, kurz gemischt und bei 13000 rpm 2 
Minuten abzentrifugiert. 
Die obere Bande wurde in ein neues Eppendorfgefäß gefüllt und 400 l Isopropanol 
dazu pipettiert, gemischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA 
wurde erneut bei 13000 rpm 15 Minuten abzentrifugiert und das Pellet zweimal mit 
70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet, in 20 l bidestilliertem 
Wasser aufgenommen und bei – 20 ºC aufbewahrt (nach Birnboim et al., 1979). 
 
3.19 Kompetente Zellen 
Es wurde eine Übernachtkultur mit XL1-Blue Zellen in LB-tet Medium angelegt und 
bei 37 ºC im Wasserbad geschüttelt. Am nächsten Tag wurde ein 200 ml Kolben mit 
100 ml LB-tet Medium mit 1 ml der Übernachtkultur angeimpft und bei 37 ºC im 
Wasserbad geschüttelt bis die Zellen eine OD600nm von 0.4 erreicht hatten. 
Anschließend wurden die Zellen 10 Minuten bei 4 ºC, 6000 rpm  10 Minuten 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 50 ml 10mM Tris-
HCl pH 8 und 0.1 M CaCl2 langsam gelöst. Danach wurden die Zellen 1 Stunde auf 
Eis inkubiert und anschließend bei 4 ºC, 6000 rpm 20 Minuten erneut abzentrifugiert. 
Das Pellet wurde langsam in 5 ml 10 mM Tris-HCl pH 8, 0.1 M CaCl2 und 20% 
Glycerin gelöst und in 200 l Aliquots bei – 80 ºC eingefroren (nach Mandel et al., 
1970). 
 
3.20 Zellwandfärbung mit Calcofluor white (CFW) und 
      ConcanavalinA (ConA)  
Die zu untersuchenden Strukturen von Mucor mucedo (-) und (+) wurden von der IM 
– Agarplatte geerntet und in 1 ml PBS gegeben, in dem CFW und ConA in einer 
Konzentration von 25 µg/ml bzw. 100 µg/ml vorlagen. Das Myzel wurde im Dunkeln 
10 Minuten angefärbt, dann 2x mit PBS gewaschen. Die Myzelstrukturen wurden auf 
Objektträger gelegt und mittels eines Fluoreszenzmikroskops mikroskopiert.  
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3.21 Zellwandfärbung mit Eosin Y und CFW 
Die zu untersuchenden Strukturen von Mucor mucedo (-) und (+) wurden von einer 
Agarplatte geerntet und in 1 ml McIlvaine’s Puffer gegeben. 30 µl EosinY (5 mg/ml) 
und 2.5 µl CFW wurden dazu gegeben und 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach 
wurde das Myzel 2x mit McIlvaine’s Puffer gewaschen und mittels eines 
Fluoreszenzmikroskops fotografiert (McIlvaine,1921, Baker et al., 2007). 
 
3.22 Probenaufbereitung für HPLC 
3.22.1 Zellwandextraktion 
Die Kulturen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben, angezogen, das Myzel in den 
gewünschten Stadien geerntet und in flüssigem Stickstoff zu Pulver zerrieben. Pro 
Probe wurden 500 mg gemörsertes Myzel in 2 ml destilliertem H2O aufgenommen, 
auf zwei 1.5 ml Reaktionsgefäße verteilt und 0.4 g mit Säure behandelte Glasperlen 
dazugegeben. Die Reaktionsgefäße wurden in einen “bead-beater“ gestellt und das 
darin befindliche Myzel wurde durch die Glasperlen weiter aufgebrochen. Der 
Überstand wurde abgenommen, vereinigt und in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Die Glasperlen wurden  mit 1 M NaCl gewaschen, der Überstand wurde 
mit dem vorigen vereinigt. Das zerriebene Myzel wurde nun bei 4 °C, 6000 rpm 10 
Minuten abzentrifugiert und das Pellet in 5 ml destilliertem H2O aufgenommen. Es 
wurde in Reaktionsgefäße aliquotiert und 10 Minuten bei Raumtemperatur und 
11000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml 
Puffer (10% SDS, 0.5 M EDTA, 1 M Tris, 14.3 M ß-Mercaptoethanol) aufgenommen. 
Auf einem Heizblock wurde es 10 Minuten bei 100 °C erhitzt, danach erneut bei 
Raumtemperatur, 11000 rpm 10 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 
destilliertem H2O gewaschen, abzentifugiert und der Überstand verworfen. Das 
Reaktionsgefäß wurde mit einem Parafilm abgedichtet, 3 Löcher in den Deckel 
gestanzt und in flüssigem Stickstoff gefroren, bevor es über Nacht in einen 
Gefriertrockner gestellt wurde (Fengel et al.,1979).  
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3.22.2 Saure Hydrolyse 
Die Pellets wurden gewogen und gegebenenfalls die Aliquots wieder vereint, so dass 
eine Substanzmenge zwischen 1.3 und 2.2 mg vorhanden war. 500 µl 
Trifluoressigsäure wurde in jedes Reaktionsgefäß gegeben und mit geschlossenem 
Deckel 3 Stunden auf einem Heizblock bei 100 °C erhitzt. Danach wurden die 
Reaktionsgefäße 5 Minuten bei Raumtemperatur abgekühlt. Bei 80 °C (Heizblock) 
und geöffnetem Deckel wurde die Trifluoressigsäure verdampft. Um die 
Trifluoressigsäure herauszuwaschen, wurden 500 µl MQ H2O zugegeben und bei 85 
°C ebenfalls verdampft. Dieser Vorgang wurde wiederholt (Fengel et al.,1979).  
 
3.22.3 HPLC – Analyse 
Die Konzentration des Zellwandrests wurde auf eine Konzentration von 1mg 
Trockengewicht/100 µl MQ H2O eingestellt und bei 14000 rpm 10 Minuten 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde 1:5 mit MQ H2O verdünnt und 50 µl davon in 
ein HPLC-Gefäß zur Analyse gegeben. 
Pro HPLC – Analyse wurden 3 Replikate jeder Probe analysiert. Es wurden 
insgesamt 3 Analysen durchgeführt.  
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4 Ergebnisse 
 
4.1 2D – Gelelektrophorese  
4.1.1 Zellwand – assoziierte Proteine 
Bereits 1976 vermutete Bu’Lock zusätzlich zu den bekannten hormonellen 
Interaktionen spezifische Oberflächenkomponenten, die bei dem Prozess der Fusion 
der Gametangien beider heterothallischer Partner eine Rolle spielen könnten 
(Bu’Lock, 1976). In seiner Arbeit untersuchte er die sexuellen Prohormone und 
Hormone der Mucorales und vermutete für deren Erkennung entsprechende 
Rezeptoren an der Zellwandoberfläche.  
Eine chemische Analyse der Zusammensetzung der Zellwand von A. coerulea 
lieferte erste Hinweise, dass Proteine ca. 5% des Zellwandmaterials ausmachen 
(Feofilova et al., 1981). Immunologische Studien mit Antikörpern gegen reine 
Hyphen- und gegen mit Zygophoren durchwachsene Fraktionen von Mucor mucedo 
zeigen tatsächlich Zygophoren-spezifisches Oberflächenmaterial (Jones et al., 1978). 
Um dieses genauer zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Dissertation 
Zellwand – assoziierte Proteine von Mucor mucedo isoliert, sowohl von separat 
angezogenen (-)- und (+)- Kreuzungspartnern als auch von Kreuzkulturen in 
verschiedenen Entwicklungsstadien. Mucor mucedo (-), (+) - und Kreuzkulturen 
wurden wie unter 3.1.1 beschrieben angezüchtet und in den zu untersuchenden 
Stadien geerntet (3.3).  
Zur Analyse der Proteine wurde die Methode der 2-D – Polyacrylamid 
Gelelektrophorese (2-D PAGE) mit anschließender Bestimmung der 
Peptidsequenzen durch MALDI-TOF gewählt. 2-D PAGE hat in den letzten Jahren  
mit der sich neu entwickelnden Richtung der „Proteomics“ an Bedeutung gewonnen. 
Die Proteomanalyse ist das direkte Messen von Proteinen in einer Probe zu einer 
bestimmten Zeit. 2-D PAGE erlaubt die Analyse und Identifizierung von tausenden 
von Genprodukten mit Softwareprogrammen und Protein- Datenbanken (Heda, 
2003). 
Die 2-D PAGE wurde wie unter 3.6 – 3.9 beschrieben durchgeführt. Pro 
Stadium wurden zwei biologische und davon je drei technische Wiederholungen 
untersucht.  
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Die in Abbildung 4.1 dargestellten 2-D Gele zeigen das Proteinmuster (Zellwand – 
assoziierte Proteine) der Kreuzungstypen von Mucor mucedo (–), (+) und (+–) in 
verschiedenen Entwicklungs- und Behandlungsstadien. Die Gele a-c zeigen beide 
Kreuzungstypen und die Kreuzkultur im unbehandelten Substratmyzelstadium.  In 
diesem Stadium wurden reine Hyphenkulturen untersucht, das heißt, weder sexuelle 
Strukturen wie Gametangien, Zygophoren oder Zygosporen, noch asexuelle 
Strukturen wie Sporangien waren ausdifferenziert.  
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Abbildung 4.1 Zellwand– assoziierte Proteine. Fotos a – c zeigen das Proteinmuster des nicht 
induzierten Substratmyzels, d – f zeigen das Proteinmuster des TA– induzierten Luftmyzels. g-i zeigen 
das Proteinmuster des nicht-induzierten Sporangienstadiums (g, i), bzw. des Zygophorenstadiums (h). 
1-12: Proteinspots, die aufgrund ihrer differentiellen Exprimierung in beiden Kreuzungstypen für die 
MALDI-TOF Analyse aus dem Gel eluiert wurden. Mm: Mucor mucedo 
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Die Kulturen der Gele d-f waren im Substratmyzelstadium mit Trisporsäure (TA) 
besprüht und nach 18 Stunden geerntet worden (3.1.1). Hier zeigten sich sowohl in 
der (–)- als auch in der (+)- Kultur bereits Zygophoren, die jedoch nicht zu 
Zygosporen heranreifen konnten, da ihnen der entsprechende Kreuzungspartner  
fehlte. In der TA- induzierten Kreuzkultur waren darüber hinaus auch Zygosporen in 
verschiedenen Entwicklungsstadien zu erkennen.  
Die Gele h-i zeigen unbehandelte Kulturen, die bis zum Sporangienstadium (g, i) 
bzw. Zygosporenstadium (h) herangewachsen waren. Sie dienten (ebenso wie die 
Lösemittelkontrolle, hier nicht dargestellt) als Vergleichskontrolle.  
Die Lösemittelkontrolle bestand darin, dass DMSO, in dem bei den TA-induzierten 
Kulturen die Trisporsäure gelöst war, nun in entsprechend gleicher Menge mit 
Wasser vermischt und ebenso im Substratmyzelstadium auf die Kulturen gesprüht 
wurde. Auch sie wurden nach 18 Stunden geerntet.  
Bei den Zellwand– assoziierten Oberflächenproteinen sind zwischen dem 
Substratmyzel-, dem TA- induzierten und dem nicht-induzierten Stadium in keiner der 
Kulturen wesentliche Unterschiede ersichtlich. Alleine Spot 5  ist im (-)-Kreuzungstyp 
im TA-induzierten Stadium weniger stark ausgeprägt (vergl. 4.1 a, d). Zwischen den 
(-) – und (+) – Kulturen jedoch sind deutliche Differenzen zu erkennen, die in Abb. 
4.1 markiert sind. Diese Spots wurden ausgeschnitten und wie unter 3.10 – 3.11 
beschrieben verdaut und analysiert. Von den ca. 60 abzubildenden Proteinspots sind 
hier 12 in unterschiedlicher Ausprägung zu sehen. Das entspricht einem Prozentsatz 
von etwa 20.  
In den Kreuzkulturen b, e und h zeigten sich gegenüber den Einzelkulturen keine 
zusätzlichen Proteinspots. Die Kreuzkulturen erwiesen sich auf der mit der 2-D 
PAGE – Methode abzubilden möglichen Proteinebene als Mischprodukte der 
Einzelkulturen. Die nicht abgebildete DMSO Kontrolle zeigte bei Mucor mucedo (-),   
-(+) und der Kreuzkultur das gleiche Proteinmuster. 
 
4.1.2 Zytoplasmatische Proteine 
Um zu untersuchen, welche zytoplasmatischen Proteine möglicherweise innerhalb 
einer Zelle an einer sexuellen Reaktion beteiligt sind, wurde das Zytoplasma 
ebenfalls mithilfe der 2-D PAGE analysiert.  
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Für die Analyse der zytoplasmatischen Proteine wurden ebenfalls Mucor mucedo (-), 
(+) - und Kreuzkulturen wie unter 3.1.1 beschrieben angezogen und in den zu 
untersuchenden Stadien geerntet. Anschließend wurden wie unter 3.6 – 3.9 
beschrieben 2D-Gelelektrophoresen durchgeführt. Auch hier wurden zwei 
biologische und davon je 3 technische Wiederholungen durchgeführt.  
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Abbildung 4.2 Cytoplasmatische Proteine. Fotos a – c zeigen das Spotmuster des nicht induzierten 
Bodenmyzels, d – f zeigen das Spotmuster des TA – induzierten Luftmyzels: Zygophoren im Falle von   
d -f, im Falle von e waren darüber hinaus Zygosporen sichtbar. Fotos g – i sind nicht – induzierte 
Kontrollkulturen, auf denen in den (-) und (+) – Kulturen (g, i) Sporangien zu sehen waren, auf der 
Kreuzkultur (h) auch Zygosporen.  
d1-d10: Proteinspots, die aufgrund ihrer differentiellen Exprimierung in beiden Kreuzungstypen für die 
MALDI-TOF Analyse aus dem Gel eluiert wurden. Mm: Mucor mucedo 
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Zur weiteren Analyse für MALDI-TOF wurden nur Proteine ausgewählt, die in jeder 
Wiederholung auf dem Gel erkennbar waren. Daher erscheinen auf den 2-D PAGE 
Fotos in Abbildung 4.2 manche Proteinspots, die zwar nur in einem der beiden 
Kreuzungspartner vorhanden waren, jedoch ließ sich dies bei einer erneuten 
Wiederholung nicht bestätigen. Aus diesem Grund wurden sie nicht durch MALDI-
TOF analysiert, da das Ergebnis der IEF mit anschließender gelelektrophoretischer 
Auftrennung in diesen Fällen nicht eindeutig war. 
Die in Abbildung 4.2 dargestellten 2-D Gele zeigen das zytoplasmatische 
Proteinmuster der (–) und (+) Kreuzungstypen von Mucor mucedo sowie 
Kreuzkulturen in verschiedenen Entwicklungs- und Behandlungsstadien. Die Gele a-
c zeigen Einzelkulturen beider Kreuzungstypen und die Kreuzkultur im 
unbehandelten Substratmyzelstadium. In diesem Stadium wurden erneut reine 
Hyphenkulturen untersucht, das heißt, weder sexuelle Strukturen wie Gametangien, 
Zygophoren oder Zygosporen, noch asexuelle Strukturen wie Sporangien waren 
ausdifferenziert.  
Auch für die Analyse der zytoplasmatischen Proteine wurden die Mucor mucedo - 
Kulturen der Gele d-f im Substratmyzelstadium mit Trisporsäure (TA) besprüht und 
nach 18 Stunden geerntet (3.1.1). Hier zeigten sich erneut sowohl in der (–)- als auch 
in der (+)- Kultur bereits Zygophoren, die jedoch nicht zu Zygosporen heranreifen 
konnten, da ihnen der entsprechende Kreuzungspartner fehlte. In allen Kreuzkulturen 
(b, e, h) waren Zygosporen in verschiedenen Entwicklungsstadien zu erkennen.  
Die Gele h-i zeigen unbehandelte Kulturen, die bis zum Sporangienstadium (g, i) 
bzw. Zygosporenstadium (h) herangewachsen waren. Sie dienten (ebenso wie die 
Lösemittelkontrolle, hier nicht dargestellt) als Vergleichskontrolle.  
Die Lösemittelkontrolle bestand darin, dass DMSO, in dem bei den TA-induzierten 
Kulturen die Trisporsäure gelöst war, nun in entsprechend gleicher Menge mit 
Wasser vermischt und ebenso im Substratmyzelstadium auf die Kulturen gesprüht 
wurde. Auch sie wurden nach 18 Stunden geerntet.  
Zwischen dem Bodenmyzel-, dem TA-induzierten und dem nicht-induzierten Stadium 
sind in keiner der Kulturen wesentliche Unterschiede ersichtlich. Zwischen den (-) – 
und (+) – Kulturen jedoch sind sieben Differenzen zu erkennen, die in Abb. 4.2 
markiert sind. Diese Spots wurden ausgeschnitten und wie unter 3.10 – 3.11 
beschrieben verdaut und analysiert.  
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In den Kreuzkulturen wurden keine zusätzlichen Proteinpunkte sichtbar. Die nicht 
abgebildete DMSO Kontrolle zeigte bei Mucor mucedo (-), -(+) und der Kreuzkultur 
das gleiche Proteinmuster. 
 
4.1.2.1 Zytoplasmatische Proteine  
 
Um die Auflösung der Proteine auf den 2D-Gelen zu erhöhen, wurden in Kooperation 
mit der Aberdeen Fungal Group (Prof. Neil A. R. Gow), School of Medical Sciences, 
Institute of Medical Sciences, University of Aberdeen, Aberdeen, UK, ausgewählte 
Proben auf IF-Streifen mit einem pH-Gradienten 4-7 aufgetragen. Dies trug 
wesentlich zu einer Verbesserung der Auftrennung der Proteine bei. Im Anschluss an 
die isoelektrische Fokussierung wurden die Proteine in der zweiten Dimension mittels 
SDS – PAGE aufgetrennt und in einem weiteren Schritt die Peptidsequenzen durch  
MALDI-TOF ermittelt.  
Da bereits durch die vorangegangenen 2-D PAGEs (4.1.1, 4.1.2) geklärt wurde, dass 
es nur zwischen dem (-) und (+) Kreuzungstyp Unterschiede gibt, nicht aber 
zwischen verschiedenen Stadien bzw. Kreuzkulturen, wurden hier nur die 
Einzelkulturen der (-)- und (+)- Kreuzungstypen des Substratmyzels von Mucor 
mucedo erneut untersucht.  
 
             
 
 
 
 pH 7                                                                           4     pH 7                                                                             4 
A1 A3 
A2 
A4 
A5 
A6 
A7 
Abb. 4.3 A: Mucor mucedo (+) Substratmyzel, B: Mucor mucedo (-) Substratmyzel;  
A1-A7: Proteinspots, die aufgrund ihrer differentiellen Exprimierung in beiden Kreuzungstypen für 
die MALDI-TOF Analyse aus dem Gel eluiert wurden.  
             
A B 
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Auch bei einem pH-Bereich von 4-7 zeigt sich, dass es nur wenige Unterschiede im 
Proteinmuster zwischen Mucor mucedo (-) und (+) gibt. Allerdings lassen sich hier 
nur sieben unterschiedliche Proteinpunkte auszumachen (Abb. 4.3). 
 
4.2 Massenspektrometrische Analyse ausgewählter Proteine 
Für die Untersuchung der Proteine wurde die Methode des Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF) gewählt, die für die Analyse vieler 
biologischer Moleküle eingesetzt wird. Ausgesuchte Proteine werden mithilfe einer 
Endoprotease enzymatisch verdaut und in für jede Protease spezifische 
Peptidsequenzen geschnitten. Bei dieser Methode entsteht so für jedes Protein ein 
sogenannter Peptidmassen Fingerabdruck (PMF), anhand dessen ein Protein unter 
optimalen Bedingungen eindeutig identifiziert werden kann. Das Ergebnis jeder 
Analyse besteht aus einem Spektrum, das die Massen der Peptidfragmente aufzeigt, 
die im Anschluss daran mit einer Proteindatenbank abgeglichen werden müssen. Um 
hierbei eindeutige Ergebnisse zu erhalten, ist es notwendig, dass die 
Proteinsequenzen des zu untersuchenden Organismus in dieser Datenbank 
gespeichert sind.  
Diese Methode hat gegenüber der N-terminalen Sequenzierung den Vorteil, dass ein 
eventuell durch N-Acetylaminosäuren, glykosylierte Aminosäuren, Pyrrolidongruppen 
oder ähnliches blockierter N-Terminus keine Rolle spielt (Georghe et al., 1997). 
Allerdings muss für die Auswertung der Ergebnisse gewährleistet sein, dass eine 
Datenbank die für den zu untersuchenden Organismus spezifischen 
Proteinsequenzen enthält. Da die Aminosäurenzusammensetzung selbst verwandter 
Proteine von Organismus zu Organismus variiert und somit die Masse eines jeden 
Proteins unterschiedlich ist, ist es unerlässlich, dass man den Abgleich mit den 
Proteinsequenzen des analysierten Organismus durchführt. Sind die 
Proteinsequenzen jedoch in keiner Datenbank verzeichnet, muss man 
notwendigerweise auf verwandte Organismen ausweichen, deren Proteinsequenzen 
sich jedoch teilweise erheblich unterscheiden.  
Da von Mucor mucedo nur wenige Proteinsequenzen vorhanden sind, wurden für die 
Analyse der MALDI-TOF Ergebnisse aus diesem Grund die Proteome der 
verwandten Zygomyceten Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus und 
Rhizopus oryzae für einen Massenabgleich herangezogen. Die Proteinsequenzen 
von Mucor circinelloides und Phycomyces blakesleeanus wurden vom DOE Joint  
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Tab. 4.1 Ergebnisse der MALDI-TOF Analyse der Zellwand- assoziierten Proteine. 
Abk.: Phybl: Phycomyces blakesleeanus, Mucci: Mucor circinelloides, Ro: Rhizopus oryzae  
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Genome Institute, CA, USA zur Verfügung gestellt, die Sequenzen von Rhizopus 
oryzae vom Broad Institute of MIT and Harvard, MA, USA. Die Sequenzen wurden in 
die lokale MASCOT-Datenbank des Hans-Knöll Instituts in Jena eingespeist und 
daraus der Abgleich der aus der MALDI-TOF Analyse gewonnen Peptidmassen mit 
den Proteinsequenzen durchgeführt. Zunächst wurden die in Kap. 4.1 beschriebenen 
Proteine aus den Gelen isoliert (3.10) und für die Analyse mit MALDI-TOF 
vorbereitet. Pro Proteinspot wurden zwei MALDI- TOF Analysen durchgeführt. Der 
Abgleich mit den Sequenzen der verwandten Zygomyceten erwies sich als schwierig, 
da die Übereinstimmung in den Proteinsequenzen nur bei ca. 70% liegt. Dies konnte 
anhand der wenigen vorhandenen Mucor mucedo Proteinsequenzen mithilfe der 
NCBI-Datenbank ermittelt werden. Daher wurden nur wenige signifikante 
Übereinstimmungen gefunden. Bei den nicht-signifikanten Ergebnissen wurden die 
MASCOT-Ergebnisse (Masse des Gesamtproteins, pH-Wert) mit den auf den 2-D 
Gelen zu sehenden Proteinen verglichen. Befand sich dort ein untersuchtes Protein 
annähernd in der Position der durch MASCOT ermittelten Masse und des pH-Wertes 
wie das durch den Datenbankabgleich gefundene Protein, so wurde es in die oben, 
bzw. unten stehenden Tabellen aufgenommen und für die weiteren Untersuchungen 
in dieser Dissertation verwendet.  
Für die analysierten Proteinpunkte wurden die in Tab. 4.1 und Tab. 4.2 aufgeführten 
Übereinstimmungen gefunden.  
Bei den Zellwand-assoziierten Proteinen in Tabelle 4.1 wurden keine signifikanten 
Ergebnisse erzielt. Daher wurde das oben beschriebene Verfahren benutzt, bei dem 
die aus der MASCOT-Analyse ermittelten pH- Werte und Gesamtproteinmassen der 
einzelnen Proteine mit den IEF- und Größenpositionen der Proteine auf den 2-D 
Gelen abgeglichen wurden. Diejenigen Proteine mit den größten Übereinstimmungen 
zwischen diesen Vergleichsparametern wurden ausgewählt und in die Tabellen 4.1 
und 4.2 aufgenommen. Aus diesem Grund finden sich für manche Zellwand-
assoziierten Proteine (Nummern 3, 9, 10) zwei Aufführungen in Tabelle 4.1. Sie 
stammen aus zwei getrennten MALDI-TOF Analysen derselben Proteinspots 3, 9 und 
10 auf den Gelen. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen waren in 
diesen Fällen zwar unterschiedlich, d.h. die erhaltenden Peptidsequenzen waren 
nicht dieselben, jedoch ergab ein Vergleich der IEF-Werte und 
Gesamtproteinmassen eine ungefähre Übereinstimmung zwischen den MASCOT-  
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Tab. 4.2 Ergebnisse der MALDI-TOF Analyse der zytoplasmatischen Proteine. 
Abk.: Phybl: Phycomyces blakesleeanus, Mucci: Mucor circinelloides, Ro: Rhizopus oryzae  
rot markierte Zahlen: MASCOT-Analyse ist signifikant 
mit „A“ bezeichnete Proteine stammen aus der Analyse der Aberdeen Fungal Group. Vergl. 2-D PAGEs 
Abb. 4.3 A, B. Für die Proteine A1, A5 und A6 wurden keine Übereinstimmungen mit der Datenbank 
gefunden. 
Ergebnisse 
41 
 
Datenbankabgleichen und den auf den Gelen zu beobachtenden Positionen der 
Proteine. Bei den zytoplasmatischen Proteinen (Tab. 4.2) fanden sich sechs 
signifikante und vier nicht-signifikante Ergebnisse, bei denen wiederum die IEF-
Werte und die Gesamtproteinmassen verglichen wurden. Auch hier wurden die 
Proteine mit der größten Übereinstimmungen in diesen Parametern weiter verfolgt.  
 
4.3 Weitere Analysen der einzelnen Proteinspots 
Für eine molekulare Untersuchung der durch die MALDI-TOF Analyse ermittelten 
Proteine wurden die Sequenzen der Proteinpunkte der Tabellen 4.1 und 4.2 mit den 
entsprechenden Proteinsequenzen von Phycomyces blakesleeanus, Mucor 
circinelloides bzw. Rhizopus oryzae abgeglichen. Um die tatsächlichen DNA-
Sequenzen von Mucor mucedo durch eine PCR zu erhalten, wurden degenerierte 
Primer dabei so konstruiert, dass sie durch konservierte Regionen der im folgenden 
aufgeführten Proteinsequenzen führen. Durch die Verwendung konservierter 
Regionen erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, dass die DNA-Sequenz von Mucor 
mucedo an genau diesen Stellen gleich, bzw. mit geringer Abweichung verläuft. Dies 
ist unerlässlich für die Funktionstüchtigkeit der Primer.  
Mithilfe der konstruierten degenerierten Primer wurden für die nachfolgenden 
Sequenzen PCR-Produkte amplifiziert, die aus den Agarosegelen isoliert und in 
einen Vektor kloniert wurden. Im Anschluss daran wurde das DNA-Produkt 
sequenziert. 
 
4.3.1 z1: Zink- Finger, FYVE- Familie 
Die beim  MASCOT-Datenbankabgleich gefundene Sequenz für „Zink- Finger“ wurde 
in die NCBI-Datenbank eingegeben und mit den dort enthaltenen Proteinsequenzen 
verglichen (Tab. 4.1). Daraus ergab sich eine Übereinstimmung mit „FYVE 
superfamily/vacuolar sorting associated protein“.  
FYVE Proteine werden mit Funktionen assoziiert, die mit endosomalem Transport in 
Verbindung stehen (Petiot et al., 2003). FYVE-Domänen stellten sich als Membran-
anstrebende Domänen heraus, die hochspezifisch für Phosphatidylinositol 3-
Phosphat sind. Sie werden hauptsächlich in Proteinen der Transportwege gefunden 
(Wywial et al., 2010).  
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4.3.1.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „z1“- Proteinsequenz (Peptidsequenz vergl. Tab. 4.1) von 
Phycomyces blakesleeanus wurde mit den Proteomen von  Rhizopus oryzae und 
Mucor circinelloides verglichen. Diese drei Sequenzen wurden der 
Aminosäuresequenz nach passend aligniert und nach konservierten Regionen 
gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das 
gewünschte Fragment zu amplifizieren.  
 
 
 
 
Aus Abbildung 4.4 wird ersichtlich, dass die Konsensussequenz nicht lang genug ist, 
um funktionierende degenerierte Primer zu konstruieren. Alleine die Aminosäuren 
Arginin (R) und Leucin (L) haben aufgrund des redundanten genetischen Codes 
sechs verschiedene DNA-Triplet-Möglichkeiten. Durch die hohen 
Variationsmöglichkeiten an diesen Proteinpositionen ist es unmöglich, 
funktionierende degenerierte Primer herzustellen, die ein spezifisches Produkt 
liefern. Es muss davon ausgegangen werden, dass solche Primer ebenso an 
Abb. 4.4 Proteinsequenzen für z1 (vacuolar sorting-associated protein) von Rhizopus oryzae (RO), 
Mucor circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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weiteren Stellen in der DNA-Sequenz binden und ein oder mehrere unspezifische 
DNA-Produkte amplifizieren. Aus diesem Grund war es nicht möglich, entsprechende 
Primer zu konstruieren und das Proteinprodukt, bzw. DNA-Produkt in dieser 
Dissertation weiter zu behandeln. 
 
4.3.2  2 Zellw: Leucine-rich repeat 
Leucine-rich repeats sind kurze Sequenzmotive, die in verschiedenen Proteinen mit 
unterschiedlichen Funktionen und zellulären Lokalisationen vorhanden sind. 
Vermutlich sind alle Proteine, die solche Sequenzmotive besitzen, an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt (Kobe et al., 1994). 
 
4.3.2.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „2 Zellw“- Proteinsequenz von Mucor circinelloides wurde mit den 
Proteomen von  Rhizopus oryzae und Phycomyces blakesleeanus abgeglichen. Der 
Datenbankabgleich der Mucor circinelloides- Sequenz mit Rhizopus oryzae erbrachte 
keine Übereinstimmung, daher wurden nur die Proteinsequenzen von Phycomyces  
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blakesleeanus und Mucor circinelloides verglichen. Diese zwei Sequenzen wurden 
wie zuvor aligniert und nach konservierten Regionen gesucht, durch die Vorwärts- 
und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das entsprechende DNA-
Fragment zu amplifizieren (Abb. 4.5).  
Auch hier war die Konsensussequenz der konservierten Regionen nicht lang genug, 
um degenerierte Primer zu konstruieren.  
 
4.3.3  3 Zellw: hypothetical protein 
Die bei der MASCOT-Datenbanksuche gefundene Proteinsequenz „hypothetical 
protein“ wurde ebenfalls mit der NCBI-Datenbank abgeglichen. Dabei wurde eine 
Übereinstimmung mit „peroxisomal membrane protein pex16“ gefunden.  
Peroxisome sind ubiquitäre, Membran- gebundene Organellen, die unter anderem 
bei der Oxidation von Fettsäuren und Cholesterol und bei der Umwandlung von 
Wasserstoffperoxid in nicht toxische Formen eine Rolle spielen (Wanders, 2004). 
Genetische- und Proteomstudien in Hefen und tierischen Zellsystemen haben 32 
Proteine identifiziert, die bei der Peroxisomsynthese eine Rolle spielen, unter 
anderem pex16. Dieses ist am peroxisomalen Membranproteinimport beteiligt 
(Schäfer et al., 2004).  
 
4.3.3.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „3 Zellw“- Proteinsequenz von Rhizopus oryzae wurde mit den 
Proteomen von  Phycomyces blakesleeanus und Mucor circinelloides verglichen. 
Abb. 4.5 Proteinsequenzen für 2 Zellw (Leucin-rich repeat) von Phycomyces blakesleeanus (Phybl) 
und Mucor circinelloides (Mucci). 
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Wiederum wurden diese drei Sequenzen übereinandergelegt und nach konservierten 
Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden 
können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren.  
 
 
 
 
Obwohl die Konsensussequenz des Proteins „3 Zellw“, hypothetical protein relativ 
lang ist, konnten auch hier keine degenerierten Primer konstruiert werden (Abb. 4.6). 
Die Tatsache, dass die konservierten Regionen immer wieder durch eine oder zwei 
nicht-konservierte Aminosäuren unterbrochen sind, macht es hier unmöglich, längere 
Proteinsequenzen zu finden, die für eine Konstruktion der Primer in Frage kämen.  
 
4.3.4  z3: hypothetical protein 
Die Proteinsequenz von „hypothetical protein“ wurde ebenfalls mit der NCBI-
Datenbank abgeglichen. Dabei wurde eine Übereinstimmung mit „UDP-glucuronic 
acid decarboxylase/NADB Rossmann superfamily“ gefunden. 
UDP-Glucuronsäure Decarboxylase ist für die Umwandlung von UDP-Glucuronsäure 
zu UDP-Xylose verantwortlich. UDP-Xylose ist ein Zuckerdonor, der wichtig für die 
Synthese verschiedener Glycoconjugate wie Proteoglycane ist (Bar-Peled, 2001).  
Abb. 4.6 Proteinsequenzen für 3 Zellw (hypothetical protein) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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4.3.4.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „z3“- Proteinsequenz (vergl. Tab. 4.1) von Rhizopus oryzae wurde 
mit den Proteomen von  Phycomyces blakesleeanus und Mucor circinelloides 
abgeglichen. Wieder wurden alle drei Poteinsequenzen aligniert und nach 
konservierten Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt 
werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren.  
 
 
 
 
Hier wurden in den markierten Regionen (Abb. 4.7) degenerierte Vorwärts- und 
Rückwärts-Primer konstruiert, um das Fragment zu amplifizieren. Die Sequenzen der 
z3 Vorwärts,- bzw. Rückwärtsprimer sind unter 2.5.1 aufgelistet. 
 
4.3.4.2 Amplifikation des DNA- Fragments z3 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 45 °C und 30 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-), bzw. (+)) 
und 10 pmol Primer eingesetzt. Die Größe des berechneten Fragments beträgt für 
Phycomyces blakesleeanus 770 bp, für Mucor circinelloides 760 bp und für Rhizopus 
oryzae 666 bp. Da die genaue Sequenz dieses Fragments für Mucor mucedo noch 
nicht bekannt ist, wird sich dessen Größe vermutlich in einem Rahmen zwischen 666 
und 770 bp bewegen.  
Abb. 4.7 Proteinsequenzen für z3 (hypothetical protein) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). z3 Vor.: Vorwärtsprimer, z3 Rück: 
Rückwärtsprimer 
z3 Vor. 
z3 Rück. 
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Das amplifizierte PCR- Fragment z3 befindet sich auf dem Agarosegel ein wenig 
oberhalb der 700 bp- Bande des kb- Leiters (Abb. 4.8). Im Mucor mucedo (+)- Ansatz 
sind keine weiteren PCR-Produkte zu erkennen, im Mucor mucedo (-)- jedoch ein 
schwacher Bandenschmier ober- und unterhalb des erwarteten Fragments. Die 
markierten Banden wurden ausgeschnitten und aus dem Agarosegel isoliert (3.14). 
Jedes der PCR –Fragmente enthält durch entsprechend gewählte Primersequenzen 
an seinem 5’ Ende eine EcoRI- und an seinem 3’ Ende eine PstI-Sequenz, die es 
erleichtern, das Fragment in einen Vektor zu klonieren. 
Der hier verwendete Vektor ist pTZ19R. Der Vektor wurde mit EcoRI und PstI 
verdaut und auf ein 1,5% Agarose-Gel (1% TAE) aufgetragen. Dadurch wurde das 
herausgeschnittene DNA-Stück der Multiple Cloning Site vom übrigen Vektor 
getrennt, der wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel aufgereinigt wurde und 
anschließend zur Klonierung der PCR-Fragmente diente. Diese Methode wurde auch 
bei den folgenden Klonierungen angewandt. 
Das aus dem Agarosegel gereinigte PCR- Fragment wurde in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden sechs E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurde das präparierte 
Plasmid, in dem sich nun das z3- PCR Produkt befand, mit den Restriktionsenzymen 
EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das Fragment in den Vektor 
pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt um festzustellen, ob sich 
in einem der präparierten Plasmide das z3- Insert befand. In Abb. 4.9 ist ersichtlich, 
700  
500  
a        b       bp 
Abb. 4.8 a: Markierung: z3- PCR-Fragment von Mucor mucedo (+), b: Markierung: z3- PCR-
Fragment von Mucor mucedo (-) 
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dass eine der Kolonien ein Plasmid mit einem z3- Insert der richtigen Größe enthält. 
Für das aus dem Gel isolierten (-)- Fragment war die Klonierung in den Vektor 
pTZ19R nicht erfolgreich. Nur bei dem isolierten (+) Fragment fanden sich im 
anschließenden Plasmidverdau ein positiver Klon: z3(+)5.  In einem nächsten Schritt 
sollte das Plasmid mit dem z3- Inserts sequenziert werden.  
 
 
 
4.3.5  4 Zellw: hypothetical protein 
Ein Abgleich dieser Proteinsequenz mit der NCBI-Datenbank ergab „predicted: 
similar to transposon-like“. Ein Transposon ist ein genetisches Element, das die 
Fähigkeit besitzt, sich von einer Stelle auf dem Chromosom zu einer anderen zu 
transponieren. Es trägt außer den an der Transposition beteiligten Gene weitere, wie 
zum Beispiel Antibiotikaresistenzen (aus: Brock, Mikrobiologie, 11. Auflage, 2009). 
 
4.3.5.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „4 Zellw“- Proteinsequenz von Rhizopus oryzae wurde mit den 
Proteomen von  Phycomyces blakesleeanus und Mucor circinelloides abgeglichen. 
Auch diese drei Sequenzen wurden aligniert und nach konservierten Regionen 
gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das 
DNA- Fragment zu amplifizieren.  
Auch hier konnten nicht genug Übereinstimmungen in der Konsensussequenz  
gefunden werden, um degenerierte Primer zu konstruieren (vergl. Abb. 4.10). Da es 
1000 
  700 
  500 
  400 
     a        bp 
Abb. 4.9   a: Markierung: Klon z3(+)5 
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nicht möglich war, für diese Proteinsequenz degenerierte Primer zu konstruieren, 
wurde diese Sequenz im Folgenden nicht weiter untersucht.  
 
  
 
 
4.3.6  5 Zellw: no name given 
Der NCBI-Datenbankabgleich für diese Proteinsequenz ergab nur ein hypothetisches 
Protein, das nicht näher bekannt und untersucht worden ist. 
 
4.3.6.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „5 Zellw“- Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde 
mit den Proteomen von  Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides abgeglichen. 
Diese drei Sequenzen wurden aligniert und nach konservierten  
 
     
Abb. 4.10 Proteinsequenzen für 4 Zellw (hypothetical protein) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
Abb. 4.11 Proteinsequenzen für 5 Zellw (no name given) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden 
können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. Es konnten keine 
übereinstimmende Regionen im „5 Zellw“- Fragment gefunden werden, um 
degenerierte Primer zu konstruieren (Abb. 4.11). Infolgedessen konnte auch diese 
Sequenz in der vorliegenden Dissertation nicht weiter untersucht werden.  
 
4.3.7  6 Zellw: Zn-finger 
Ein Abgleich mit der NCBI-Datenbank ergab für die Zinkfinger-Sequenz eine 
Übereinstimmung mit „large repetitive protein/DNA-repair“.  
Ein Zinkfinger ist in regulatorisches Protein, das häufig bei Eukaryoten auftritt. Es 
bindet ein Zinkion, während ein Teil des Fingers eine α-Helix bildet, mit deren 
Erkennungshelices es mit der DNA in Wechselwirkung tritt (aus: Brock, 
Mikrobiologie, 11. Auflage, 2009). Viele der Proteine, die an DNA-Reparatur beteiligt 
sind, besitzen einen Zinkfinger. 
 
4.3.7.1 Konstruktion der Primer 
Die komplette „6 Zellw“- Proteinsequenz (siehe Tab. 4.1) von Phycomyces 
blakesleeanus wurde mit den Proteinsequenzen von  Rhizopus oryzae und Mucor 
circinelloides verglichen. In diesem Fall war es nicht möglich, übereinstimmende 
Sequenzen von Mucor circinelloides zu finden. Es wurden beide Proteinsequenzen 
aligniert und nach konservierten Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und 
Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das Fragment zu amplifizieren. Die 
erhaltene Sequenz von Rhizopus oryzae ist nur in wenigen Stellen mit der Sequenz 
von Phycomyces blakesleeanus übereinstimmend, weshalb es nicht möglich war, 
konservierte Regionen zu finden und degenerierte Primer zu konstruieren (Abb. 
4.12).  
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4.3.8  z8: G-protein beta WD-40 repeat 
WD Proteine bestehen aus hochkonservierten, sich wiederholenden Einheiten, die 
meistens mit Trp-Asp (WD) enden. Sie sind in allen Eukaryoten zu finden, jedoch 
nicht in Prokaryoten. Sie regulieren zelluläre Funktionen wie Zellteilung, 
Transkription, Transmembran Signalisierung, mRNA-Modifikation und Vesikelfusion 
(Neer et al., 1994). 
 
4.3.8.1 Konstruktion der Primer 
Die komplette „z8“- Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den 
Proteomen von  Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides verglichen. Diese 
erhaltenen drei Sequenzen wurden aligniert und nach konservierten Regionen 
Abb. 4.12 Proteinsequenzen für 6 Zellw (Zn-finger) von Rhizopus oryzae (RO), und Phycomyces 
blakesleeanus (Phybl). 
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gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das 
DNA- Fragment zu amplifizieren. 
 
 
 
 
 
Hier wurden in den markierten Regionen degenerierte Vorwärts- und Rückwärts-
Primer konstruiert, um das z8- Fragment zu amplifizieren (Abb. 4.13). Die 
Primersequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt. 
                      
4.3.8.2 Amplifikation des DNA- Fragments z8 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 50 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat bei Mucor circinelloides 
eine kalkulierte Größe von 413 bp, bei Rhizopus oryzae von 404 bp und bei 
Phycomyces blakesleeanus eine Größe von 405 bp. Die für Mucor mucedo zu 
erwartende Bande sollte sich daher ebenfalls in dieser Größenordnung bewegen. Auf 
Abb. 4.14 sind in jeder Spur zwei Banden ersichtlich. Die kräftigere Bande verläuft 
jedoch bei ca. 800 bp und ist somit zu groß für das erwartete Fragment. Daher wurde 
Abb. 4.13 Proteinsequenzen für z8 (G-protein beta WD-40 repeat) von Rhizopus oryzae (RO), 
Mucor circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). ). z8 Vor.: Vorwärtsprimer, z8 Rück: 
Rückwärtsprimer 
z8 Vor. 
z8 Rück. 
Ergebnisse 
53 
 
die untere Bande aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus 
dem Gel eluiert.  
 
                                                   
 
 
Das aus dem Agarosegel gereinigte PCR- Fragment wurde in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden sechs E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurde das präparierte 
Plasmid, in dem sich nun das z8- PCR Produkt befand, mit den Restriktionsenzymen 
EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das Fragment in den Vektor 
pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt um festzustellen, ob sich 
in einem der präparierten Plasmide das z8- Insert befand. In Abb. 4.15 ist ersichtlich, 
dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem z8- Insert der richtigen Größe 
enthalten. Für das aus dem Gel isolierten (+)- Fragment war die Klonierung in den 
Vektor pTZ19R nicht erfolgreich. Nur bei dem isolierten (-)- Fragment fanden sich im 
anschließenden Plasmidverdau zwei positive Klone: z8(-)1 und z8(-)2. Allerdings 
befindet sich bei z8(-)1 das Insert leicht oberhalb des anderen Insert z8(-)2. In einem 
nächsten Schritt sollten beide Plasmide mit z8- Inserts sequenziert werden.  
        
a       b        bp 
1000 
 
  750 
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  250 
Abb. 4.14 a: Markierung: z8- PCR-Fragment von Mucor mucedo (-), b: Markierung: z8- PCR-
Fragment von Mucor mucedo (+) 
Ergebnisse 
54 
 
                                                      
 
 
 
4.3.9  9 Zellw: predicted protein 
Ein Abgleich mit NCBI-Datenbank ergab eine Übereinstimmung dieser 
Proteinsequenz mit „hypothetical protein“. Näheres zu diesem Protein ist nicht 
bekannt. 
 
4.3.9.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige „9 Zellw“- Proteinsequenz von Rhizopus oryzae wurde mit den  
Proteinsequenzen von  Phycomyces blakesleeanus und Mucor circinelloides 
abgeglichen. Diese drei Sequenzen wurden aligniert und nach konservierten 
Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden 
können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. 
Aufgrund der geringen Übereinstimmung zwischen den Proteinsequenzen war es 
nicht möglich, degenerierte Primer zu konstruieren (Abb. 4.16). 
 
 
 
Abb. 4.15 a: Markierung: Klon z8-1, b: Markierung: Klon z8-2 
a       b        bp 
500  
400  
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4.3.10 z9: hypothetical protein 
Für „z9: hypothetical protein“ fand sich beim Datenbankabgleich eine 
Übereinstimmung mit MAPEG superfamily/microsomal glutathione S-transferase. 
MAPEG (Membrane Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism) 
beinhaltet Mitglieder verschiedenen Ursprungs mit unterschiedlichen biologischen 
Funktionen. Zur MAPEG-Familie gehört auch die mikrosomale Glutathion S-
Transferase 1, die an der zellulären Verteidigung, zum Beispiel gegen oxidativen 
Stress beteiligt ist ( Jakobsson et al., 1999). 
  
4.3.10.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige z9- Proteinsequenz von Rhizopus oryzae wurde mit den Proteomen 
von  Phycomyces blakesleeanus und Mucor circinelloides abgeglichen. Diese drei 
Sequenzen wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die 
Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das Fragment zu 
amplifizieren. 
 
Abb. 4.16 Proteinsequenzen für 9 Zellw (predicted protein) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor 
circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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Hier wurden in den markierten Regionen degenerierte Vorwärts- und Rückwärts-
Primer konstruiert (Abb. 4.17), um das z9- Fragment zu amplifizieren. Die 
Primersequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt. 
                                     
4.3.10.2 Amplifikation des DNA- Fragments z9 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 50 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Mucor circinelloides- Fragment hat 
eine kalkulierte Größe von 316 bp, das von Phycomyces blakesleeanus 291 bp, bei 
Rhizopus oryzae sind es 294 bp. Die auf Abbildung 4.18 zu erkennende Bande liegt 
jedoch nur leicht oberhalb von 250 bp, was jedoch möglich ist, da die genaue 
Sequenz dieses Abschnitts bei Mucor mucedo unbekannt ist. Diese Banden wurden 
dennoch aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel 
eluiert.  
                                             
1000 
  750 
  500 
 
  250 
Abb. 4.17 Proteinsequenzen für z9 (hypothetical protein) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor 
circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). ). z9 Vor.: Vorwärtsprimer, z9 Rück: 
Rückwärtsprimer 
z9 Vor. z9 Rück. 
Abb. 4.18 a: Markierung: z9- PCR-Fragment von Mucor mucedo (-), b: Markierung: z9- PCR-
Fragment von Mucor mucedo (+) 
bp        a       b 
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Das aus dem Agarosegel gereinigte PCR- Fragment wurde in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 21 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurde das präparierte 
Plasmid, in dem sich nun das z9- PCR Produkt befand, mit den Restriktionsenzymen 
EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das Fragment in den Vektor 
pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt um festzustellen, ob sich 
in einem der präparierten Plasmide das z9- Insert befand. In Abb. 4.19 ist ersichtlich, 
dass nur eine der Kolonien ein Plasmid mit einem z9- Insert der richtigen Größe von 
ca. 300 bp enthalten. Die übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten kein Fragment. 
Für das aus dem Gel isolierten (+)- Fragment war die Klonierung in den Vektor 
pTZ19R nicht erfolgreich. Nur bei dem isolierten (-)- Fragment fanden sich im 
anschließenden Plasmidverdau ein positiver Klon: z9(-)7. In einem nächsten Schritt 
ist das Plasmid mit dem z9- Insert sequenziert worden.  
 
                                                  
 
4.3.10.3 Sequenz des z9(-)7 – Fragments 
CTGCAGTTTTGATGGGCGCTTTGAGTACAGTTGAAAACGTTCTTCTTGGGATCCT
TTTCAGCTTCTTCCTTTTCAGCATACACTAATAAAATTTACCCAAATAAGTCTAAA
AAATATACCTCAAAAAACCCTTTTGCATTAAAGACTTACTATAAGGATAGGGGAC
CTTGGCAGCTCTACGAGCACCACCGACCTTCATAGCTAAACTAAGAGTGTAAAG
AGCACTGGCGACAGCGACAGCGAGAACCTAAAAAAAAATTAACCGTGGCTCCCT
TAGAAATTGGATGAAAATACTTACATACCCGTATTCGAATTC 
500  
400 
300  
200  
100  
Abb. 4.19 a: Markierung: Klon z9(-)7 
  bp     a  
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Rot ist hierbei die Sequenz des z9- Rückwärtsprimers markiert, grün die des z9- 
Vorwärtsprimers. Der Sequenzabschnitt dazwischen hat eine Länge von 316 
Basenpaaren, was der Bandengröße auf dem Gel (Abb. 4.19) entspricht. Bei einem 
Datenbankabgleich (DOE Joint Genome Insitute) dieser DNA – Sequenz wurde die 
Identität als MAPEG – superfamily bestätigt.  
 
4.3.11  10 Zellw: transposon protein, putative 
Der Datenbankabgleich mit NCBI lieferte in diesem Fall nur eine Übereinstimmung 
der Proteinsequenz mit „hypothetical protein“. Transposone wurden bereits unter 
4.3.5 beschrieben. 
 
4.3.11.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den 
Proteinsequenzen von  Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides verglichen. Diese 
drei Sequenzen wurden aligniert und nach konservierten Regionen gesucht, durch 
die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment 
zu amplifizieren. 
 
 
 
Abb. 4.20 Proteinsequenzen für 10 Zellw (transposon protein, putative) von Rhizopus oryzae (RO), 
Mucor circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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Die Konsensussequenz war für die Konstruktion degenerierter Primer nicht lang 
genug (Abb. 4.20), so dass diese Sequenz nicht weiter verfolgt wurde. 
 
4.3.12  z10: hypothetical protein/riboflavin aldehyd-forming enzyme 
In Schizophyllum commune ist das Riboflavin Aldehyd-bildende Enzym für die 
Produktion von Schizoflavinen durch die Oxidation von Riboflavin verantwortlich 
(Sreenivasaprasad, 2005). 
 
4.3.12.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides abgeglichen. Diese drei Sequenzen 
wurden aligniert und nach konservierten Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und 
Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. 
 
 
 
 
Auch in diesem Fall war die Länge der übereinstimmenden Aminosäuren nicht 
ausreichend, um degenerierte Primer zu konstruieren (Abb. 4.21). Daher wurde diese 
Sequenz nicht weiter verfolgt.  
 
4.3.13  „11 Zellw“: hypothetical protein  
4.3.13.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides verglichen. Diese drei Sequenzen wurden 
aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die Vorwärts- und 
Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. 
Abb. 4.21 Proteinsequenzen für z10 (hypothetical protein/riboflavin aldehyd-forming enzyme) von 
Rhizopus oryzae (RO), Mucor circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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Die Primer wurden durch die markierten Regionen gelegt (Abb. 4.22), um das „11 
Zellw“- Fragment zu amplifizieren. Die Primersequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt. 
 
 
4.3.13.2 Amplifikation des DNA- Fragments „11 Zellw“ 
11 Zellw Vor. 
11 Zellw Rück. 
Abb. 4. 2 Proteinseque zen für 11 Zellw (hypothetical protein) von Rhizopus oryzae (RO),  
Mucor circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). ). 11 Zellw Vor.: Vorwärtsprimer, 11 
Zellw Rück: Rückwärtsprimer 
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Zunächst wurde eine PCR bei einer Annealingtemperatur von 55 °C durchgeführt, 
bei der jedoch kein PCR- Produkt entstand. Auch bei 50 und 45 °C waren keine 
Banden ersichtlich, so dass diese Sequenz nicht weiter verfolgt werden konnte. 
Aufgrund der geringen Übereinstimmung zwischen den Aminosäuresequenzen von 
P. blakesleeanus, R. oryzae und M. circinelloides für das Protein „hypothetical 
protein“ war es nicht möglich, weitere degenerierte Primer zu konstruieren, die 
möglicherweise zu einem PCR-Fragment geführt hätten. 
 
4.3.14  d3: signalosome complex subunit/JUN kinase 
JUN Kinasen werden durch MAP Kinasen reguliert. Sie werden aktiviert, wenn die 
Zelle Zytokinen oder Stress ausgesetzt ist. Genetische und biochemische Studien 
zeigen, dass dieser Signaltransduktionsweg auch die Zellproliferation, Apoptose und 
Gewebemorphogenese reguliert (Ip et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.23 Proteinsequenzen für d3 (signalosome complex subunit/JUN Kinase) von Rhizopus 
oryzae (RO), Mucor circinelloides und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). ). d3 Vor.: 
Vorwärtsprimer, d3 Rück: Rückwärtsprimer 
 
d3 Vor. 
d3 Rück. 
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4.3.14.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides verglichen. Diese drei Sequenzen wurden 
aligniert und nach konservierten Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und 
Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. 
In den markierten Regionen wurden degenerierte Vorwärts- und Rückwärts- Primer 
konstruiert, um das entsprechende DNA- Fragment zu amplifizieren (Abb. 4.23). Die 
Primersequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt. 
 
4.3.14.2 Amplifikation des DNA- Fragments d3 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 55 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 853 bp, was hier nicht der Größe der resultierenden 
Bande entspricht (Abb. 4.24). Die erhaltene Bande von einer ungefähren Größe von 
600 bp wurde dennoch aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben 
aus dem Gel eluiert.  
 
 
                                                                 
 
 
Die aus dem Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 6 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
1000 
  750 
  500 
 
  250 
   a              b            bp 
Abb 4.24 a: Markierung: PCR- Produkt d3 Mm (-); b: Markierung: PCR-Produkt d3 Mm (+) 
Ergebnisse 
63 
 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten 
Plasmide, in denen sich nun das d3- PCR Produkt befand, mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das 
Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt 
um festzustellen, ob sich in einem der präparierten Plasmide das d3- Insert befand. 
In Abb. 4.25 ist ersichtlich, dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem d3- Insert 
der Größe von ca. 600 bp enthalten. Die übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten 
kein Fragment. Für das aus dem Gel isolierten (-)- PCR-Fragment war die Klonierung 
in den Vektor pTZ19R nicht erfolgreich. Nur bei dem isolierten (+)- PCR- Fragment 
fanden sich im anschließenden Plasmidverdau zwei positive Klone: d3(+)1 und 
d3(+)3. In einem nächsten Schritt sind die Plasmide mit dem d3- Insert sequenziert 
worden.  
 
 
                                            
 
4.3.14.3 Sequenz des d3(+)1 – Fragments 
CTGCAGGTGTTGACCCAGTACTTATTCCATAAGACTTCTAAAAGCTGAGTATCCA
AAGTAGATTTGAAATGAGAGACTTCGAGAGAGTAATATGATTTGGCATGAACACC
AAAATCTTCGATTTCGTTGAGGGGTATAGTCTGATATTCAGATGGACCTTCATCT
GGTGGTTTATAACCTGTGGGGAAAGTCCTAAAAGCACCAATTTCAACCTTTCCA
GCAGACATTGTACGATTGGGGTCAATAACAACAGCCACAAATGGTTCCTGATAC
TGTTGATTTAACATTTGCGTGTTAACATCAATACCAGATAACCAGCAACCATAAC
CAGGATGTGAATGATACCATCCTAAAACATTCTCCAGTCTACCAACCTGATAAAC
700 
500 
400 
300 
200 
100 
bp         a                   b 
Abb 4.25 a: Markierung: Klon d3(+)1 b: Markierung: Klon 3(+)3 
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CATACATCAATTTATAATCCGCATATTACCTTCAATATTGTTTGATGTTACCTCCT
TTGACTTCTCAATGTAGGATACCATGTATTCATACGCTTCGTTTTGAGCATTTACT
CTGGTCTCAGTTCCTTCAACGGGAAGAGCAAAACTATCCATAACATACATTGTAT
CCCCTTGAATTTTGCCTTGCATTAAACCCATGATTTCGATATTACCGCCAGAACG
AGCGTGCATCACCATCTTGAATTC 
 
Rot ist hierbei die Sequenz des d3- Rückwärtsprimers markiert, grün die des d3- 
Vorwärtsprimers. Der Sequenzabschnitt dazwischen hat eine Länge von 583 
Basenpaaren, was der Bandengröße auf dem Gel (Abb. 4.24, 4.25) entspricht. Die 
Sequenz des d3(+)3 Fragments ist identisch. Ein Datenbankabgleich dieser Sequenz 
bestätigte die Identität des Gens als putative JUN Kinase. 
 
4.3.15  d5: hypothetical protein 
Durch einen Abgleich mit der NCBI-Datenbank wurde für dieses „hypothetical 
protein“ ein „protein transport protein/hypothetical protein“ gefunden, das nicht weiter 
spezifiziert wurde.  
 
4.3.15.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides abgeglichen. Für Rhizopus oryzae wurde 
keine passende Sequenz in der Datenbank gefunden, daher wurden nur P. 
blakesleeanus und M. circinelloides miteinander verglichen. Diese beiden 
Sequenzen wurden aligniert und nach konservierten Regionen gesucht, durch die 
Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu 
amplifizieren. Das Fragment hat bei Mucor circinelloides eine Länge von 305 
Basenpaaren. 
  
 
 
Abb. 4.26 Proteinsequenzen für d5 (hypothetical protein) von Phycomyces blakesleeanus (Phybl) 
und Mucor circinelloides. ). d5 Vor.: Vorwärtsprimer, d5 Rück: Rückwärtsprimer 
 
d5 Vor. d5 Rück. 
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Für die markierten Regionen (Abb. 4.26) wurden degenerierte Vorwärts- und 
Rückwärtsprimer konstruiert, deren Sequenz ist unter 2.5.1 aufgeführt. 
 
4.3.15.2 Amplifikation des DNA- Fragments d5 
Da bei einer Annealingtemperatur von 55 °C und 50°C keinerlei Banden ersichtlich 
wurden, wurde die PCR bei einer Annealingtemperatur von 45 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 305 bp. Auf Abbildung 4.27 sind nun mehrere PCR-
Produkte erkennbar. Dennoch wurde die Bande in Höhe von 300 bp ausgeschnitten 
und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel eluiert.  
 
 
 
    
Die aus dem Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 6 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten 
Plasmide, in denen sich nun das d5- PCR Produkt befand, mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das 
Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt 
um festzustellen, ob sich in einem der präparierten Plasmide das d5- Insert befand.  
 
500 
400 
300 
200 
a        b                    bp 
Abb. 4.27  a: Markierung: PCR-Produkt d5 Mm(-); b: Markierung: PCR-Produkt d5 Mm(+) 
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In Abb. 4.28 ist ersichtlich, dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem d5- Insert 
der Größe von ca. 300 bp enthalten. Die übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten 
ebenfalls ein Fragment. Sowohl für das aus dem Gel isolierten (-)- PCR-Fragment als 
auch das (+)- PCR- Fragment war die Klonierung in den Vektor pTZ19R erfolgreich. 
In einem nächsten Schritt sollten die Klone d5(-)1 und d5(+)1 sequenziert werden.  
 
4.3.16  d6: predicted protein 
Für das „predicted potein“ wurde in der NCBI-Datenbank eine Übereinstimmung mit 
„RNase H2 Ydr279  superfamily“ gefunden. RNasen H2 sind Enzyme, die spezifisch 
RNA hydrolysieren und sind vermutlich bei der Entfernung von Okazaki Fragmenten 
beteiligt (Arudchandran et al., 2000; Qiu et al., 1999), ebenso wie bei der Entfernung 
von Einzelribonukleotiden in DNA-DNA Duplexen (Eder et al., 1993). 
 
4.3.16.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Mucor circinelloides wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Phycomyces blakesleeanus verglichen. Hier wurden nur die 
Sequenzen von Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides aligniert, da keine 
übereinstimmende Sequenz von P. blakesleeanus gefunden wurde.  Es wurde nach 
konservierten Regionen gesucht, durch die Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt 
werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. 
500 
400 
300 
bp      a         b 
Abb. 4.28 a: Markierung: Klon d5(-)1, b: Markierung: Klon d5(+)1 
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Hier wurden in den markierten Regionen degenerierte Vorwärts- und Rückwärts-
Primer konstruiert, um das Fragment zu amplifizieren (Abb. 4.29). Die 
Primersequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt.  
 
4.3.16.2 Amplifikation des DNA- Fragments d6 
Das erwartete PCR-Fragment besitzt eine Gesamtlänge von 108 Basenpaaren bei 
Mucor circinelloides. Die PCR wurde bei verschiedenen Annealingtemperaturen 
durchgeführt: 55 °C, 50 °C und 45 °C. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor 
mucedo (-) und (+)) und 10 pmol Primer eingesetzt. Jedoch war die Amplifikation bei 
keiner dieser Temperaturen erfolgreich, so dass diese Sequenz nicht weiter verfolgt 
wurde. 
 
4.3.17  d7: hypothetical potein 
Für die Proteinsequenz des „hypothetical protein“ wurde bei  einem NCBI-
Datenbankabgleich eine Übereinstimmung mit „Ras-like-GTPase superfamily“ 
gefunden. Ras-like GTPasen sind an vielen verschiedenen zellulären Prozessen 
beteiligt, wie Zellteilung, Differenzierung, Zell-Zell-Adhäsion, Wachstum und 
Apoptose. Sie sind „molekulare Schalter“ für viele Signaltransduktionswege. 
Oncogene wie H-, N- und K-Ras gehören zu dieser Familie (van Dam et al., 2011). 
 
4.3.17.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Rhizopus oryzae wurde mit den Proteomen von  
Phycomyces blakesleeanus und Mucor circinelloides verglichen. Diese drei 
Abb. 4.29 Proteinsequenzen für d6 (predicted protein) von Rhizopus oryzae (RO) und Mucor  
circinelloides (Mucci). ). d6 Vor.: Vorwärtsprimer, d6 Rück: Rückwärtsprimer 
 
d6 Vor. 
d6 Rück. 
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Sequenzen wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die 
Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu 
amplifizieren. 
 
 
 
Hier wurden in den markierten Regionen degenerierte Vorwärts- und Rückwärts-
Primer konstruiert, um das Fragment zu amplifizieren (Abb. 4.30). Die 
Primersequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt. 
 
4.3.17.2 Amplifikation des DNA- Fragments d7 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 55 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 421 bp, was hier ungefähr der Größe der 
resultierenden Bande entspricht (Abb. 4.31). Die erhaltene Bande wurde aus dem 
Gel ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel eluiert.  
Die aus dem Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 6 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten 
Plasmide, in denen sich nun das d7- PCR Produkt befand, mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das 
Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt 
um festzustellen, ob sich in einem der präparierten Plasmide das d7- Insert befand.  
 
Abb. 4.30 Proteinsequenzen für d7 (hypothetical protein) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor  
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). ). d7 Vor.: Vorwärtsprimer, d7 Rück: 
Rückwärtsprimer 
 
d7 Vor. 
d7 Rück. 
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In Abb. 4.32 ist ersichtlich, dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem d7- Insert 
der Größe von 421 bp enthalten. Die übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten 
kein Fragment. Für das aus dem Gel isolierten (+)- PCR-Fragment war die 
Klonierung in den Vektor pTZ19R nicht erfolgreich. In einem nächsten Schritt wurden 
die Klone d7(-)3 und d7(-)4 sequenziert. Für d7(-)3 fand sich nach der 
Sequenzierung keine übereinstimmende Sequenz in der Datenbank, daher wird sie 
hier nicht aufgeführt. 
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Abb. 4.31 a: Markierung: PCR-Produkt d7 von Mm(-); b: Markierung: PCR-Produkt 
d7 von Mm(+) 
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Abb. 4.32 a: Markierung: Klon d7(-)3; b: Markierung: Klon d7(-)4 
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4.3.17.3 Sequenz des d7(-)4 – Fragments 
CTGCAGCTTCGCGGTGCATTCACCATACTTTGCTCCAATCTCTTTTGCTAACTTG
ATGCCCTATATATACAGAATAAGTTCACTTTGATAGGCGTGTGACTATGGTTGTG
TACCTGTTGTTGACTGATGGTTTTGTTGGATTCCGAACGTAAATCGATTTTGAGA
CCAGCTAGTACTAACGACACATTATTTCCACAATAGTGTTTGACCTCGGGCAGC
CACTATAAGTAAAGCATAAGTCCATATGTCCCCCAAACTGTAAAGTCTAATTTTTA
CCTTGTCCCTGACATTTTGAAAGGAGTTTTGATTATTGACAACAAAGAATAACAT
AACATCCCACCTACCCATTATTGTATACACCCGAATC 
 
Rot ist hierbei die Sequenz des d7- Rückwärtsprimers markiert, der Vorwärtsprimer 
konnte in diesem Abschnitt nicht gefunden werden, da er bei der Sequenzierung 
vermutlich außerhalb der Reichweite der Polymerase lag. Anhand eines 
Datenbankabgleichs konnte jedoch bestätigt werden, dass diese Sequenz der 
gesuchten Ras-like-GTPase superfamily angehört (vergl. Tab. 4.1). 
 
4.3.18 d9 predicted protein 
Für diese Proteinsequenz von Rhizopus oryzae konnte weder in der 
Proteindatenbank von Mucor circinelloides noch von Phycomyces blakesleeanus 
eine übereinstimmende Sequenz gefunden werden. Auch eine abgleichende Suche 
in der NCBI-Datenbank blieb erfolglos. Da die bei der MASCOT-Analyse gefundene 
Proteinsequenz außerdem sehr kurz ist, wurden hier keine Primer zur weiteren 
Analyse konstruiert. 
 
4.3.18.1 Proteinsequenz von d9 
MGPGEDDRNRLEYGPEGYLTLSGGRAETEMKVEVKGPKEGPYPNA* 
 
4.3.19  d10: stomatin 
Stomatin ist ein Membranprotein, das erstmals aus humanen roten Blutkörperchen 
isoliert wurde (Hiebl-Dirschmied et al., 1991). Seither sind Stomatin-ähnliche Proteine 
in allen drei Domänen identifiziert worden, wobei ihre Funktion noch unklar ist (Green 
et al., 2004). Ein Verlust von Stomatin beim Menschen wird mit einem Zustand in 
Verbindung gebracht, der „overhydrated hereditary stomatocytosis“ genannt wird, bei 
dem rote Blutkörperchen Na+ und K+ -Ionen verlieren (Delauny et al., 1999).  
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Ein Stomatin-ähnliches Protein ist bei dem Konkurrenzkampf von Rhizobium etli um 
die Nodulation der Wurzeln von Phaseolus vulgaris (You et al., 1998) beteiligt. 
 
4.3.19.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Phycomyces blakesleeanus wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Mucor circinelloides abgeglichen. Diese drei Sequenzen 
wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die Vorwärts- und 
Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren. 
 
 
 
 
Durch die rot markierten Bereiche wurden die Vorwärts- und Rückwärtsprimer gelegt 
(Abb. 4.33), deren Sequenzen unter 2.5.1 aufgeführt sind.    
 
4.3.19.2 Amplifikation des DNA- Fragments d10 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 55 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 602 bp, was hier der Größe der resultierenden Bande 
d10 Vor. 
d10 Rück. 
Abb. 4.33 Proteinsequenzen für d10 (stomatin) von Rhizopus oryzae (RO), Mucor circinelloides 
(Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). ). d10 Vor.: Vorwärtsprimer, d10 Rück: 
Rückwärtsprimer 
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entspricht (Abb. 4.34). Das amplifizierte PCR-Produkt wurde aus dem Gel 
ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel eluiert.  
 
 
 
 
 
Die aus dem Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 6 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten 
Plasmide, in denen sich nun das d10- PCR Produkt befand, mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das  
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Abb 4.34 a: Markierung: PCR-Produkt von d10 Mm(-); b: Markierung: PCR-Produkt von d10 Mm(+) 
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Abb. 4.35 a: Markierung: Klon d10(+)1; b: Markierung: Klon d10(-)4 
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Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt 
um festzustellen, ob sich in einem der präparierten Plasmide das d10- Insert befand. 
In Abb. 4.35 ist ersichtlich, dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem d10- Insert 
enthalten. Einige der übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten ebenfalls ein  
Fragment dieser Größe. Sowohl für das aus dem Gel isolierten (+)- PCR-Fragment 
als auch für das (-) PCR- Fragment war die Klonierung in den Vektor pTZ19R 
erfolgreich. In einem nächsten Schritt wurden die Klone d10(+)1 und d10(-)4 
sequenziert. Für beide Sequenzen fand sich im anschließenden Datenbankabgleich 
eine Übereinstimmung mit dem gesuchten Stomatin-Fragment.  
 
4.2.19.3 Sequenz des d10(+)1 Fragments 
GTGGATACGCAGTGATTCATTTTATGAACCACGTTATAGATAACGTTACACTTGA
GTTGGATGGTGTTTTATACTTTAGATGTATCGACCCTTTCAAGGTACGCATTAAA
TAGAATGACTTTTTTTATTACGTCATACTAAGGATATGTAGGCATCGTATGGTGTT
GAAGATGCCGAATTTGCAATCACTCAACTAGCACAAACAACCATGCGTGCAGAA
ATTGGACAAATGACTTTAGATCGTACTTTGGCTGAACGTGCACACTTAAATTCAA
ACATTGTTGATGCAATTAACTCTGCTGCTGAGGATTGGGGTATTCGTTGCTTGC
GTTATGAAATTCGTAAGTAACACTTAGGATGTAAGGGCGCAAAGTATTAATTTTT
TTTTATTTAAGGTGATATTCACCCTCCTGTCAAGGTTGTTGAATCTATGCACCAA
CAAGTCTGCAG 
 
Rot ist hierbei die Sequenz des d3- Rückwärtsprimers markiert, die Sequenz des 
Vorwärtsprimers konnte nicht gefunden werden. Die Sequenz für Klon d10(-)4 ist 
identisch mit der oben angegebenen. Beide Sequenzen wurden mit der Datenbank 
des Joint Genome Institutes und der NCBI abgeglichen und die Identität dieses 
Fragments als „Stomatin-like“ bestätigt.  
 
4.3.20   A2: Malatdehydrogenase 
Malatdehydrogenase katalysiert die NAD/NADH abhängige Konversion der Substrate 
Malat und Oxalacetat. Diese Reaktion ist wichtiger Bestandteil des 
Zitronensäurezyklus in der mitochondrialen Matrix (Minárik et al., 2002). 
 
 
 
Ergebnisse 
74 
 
4.3.20.1 Konstruktion der Primer 
Die Proteinsequenz von Mucor circinelloides wurde mit den Proteomen von  
Rhizopus oryzae und Phycomyces blakesleeanus verglichen. Diese drei Sequenzen 
wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die Vorwärts- und 
Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu amplifizieren 
(Abb. 4.36). 
 
 
 
 
Durch die rot markierten Sequenzen wurden degenerierte Primer gelegt, deren 
Sequenzen unter 2.5.1 aufgeführt sind. 
 
4.3.20.2 Amplifikation des DNA- Fragments A2 
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 45 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 302 bp, was hier ungefähr der Größe der 
resultierenden Bande entspricht (Abb. 4.37). Das amplifizierte PCR- Produkt wurde 
aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel eluiert. 
Die aus dem Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R 
Abb. 4.36 Proteinsequenzen für A2 (malate dehydrogenase) von Mucor circinelloides (Mucci), 
Phycomyces blakesleeanus (Phybl) und Rhizopus oryzae (RO). ). A2 Vor.: Vorwärtsprimer, A2 
Rück: Rückwärtsprimer 
 
A2  Vor.  
A2  Rück.  
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kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 6 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten 
Plasmide, in denen sich nun das A2- PCR Produkt befand, mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das 
Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt 
um festzustellen, ob sich in einem der präparierten Plasmide das A2- Insert befand.  
 
 
 
 
 
In Abb. 4.38 ist ersichtlich, dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem A2- Insert 
enthalten. Einige der übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten ebenfalls ein  
Fragment dieser Größe. Sowohl für das aus dem Gel isolierten (+)- PCR-Fragment 
als auch für das (-) PCR- Fragment war die Klonierung in den Vektor pTZ19R 
erfolgreich. In einem nächsten Schritt wurden die Klone A2(-)1 und A2(+)1 
sequenziert.  
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Abb 4.37 a: Markierung: PCR-Produkt von A2 Mm(-); b: Markierung: PCR-Produkt von A2 Mm(+) 
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4.3.20.3  Sequenz des A2(-)1 Fragments 
CTGCAGTCTTTCTCGTAATCAGAGATCTCATCGAGACCGTGGATCTTCTCGACA
CCTTCGGGACCAAGTTCAATGTTGGTAGAGAAGAACTCAACACCTTCCTTGGCA
AAGATATCAGATTGGACGAAAGAGGGCTCAACGACACCCTTCTTACCACCAACA
GTGGCTTCCAAAACAGAGTTGGCCATACGGGCACCAGCATAAGCCATGGAGAG
AGTGGCAGAACCAGTACCGTTCTTGGCTTGAACAACTTCATCACCACCGAATTG
GATACGGTGAGTTAAAGCATCGAGCTCTTCCTTCGAAAGAATTC 
 
Rot ist hierbei die Sequenz des A2- Rückwärtsprimers markiert, die Sequenz des 
Vorwärtsprimers konnte nicht gefunden werden. Die Sequenz für Klon A2(+)1 ist 
identisch mit der oben angegebenen. Beide Sequenzen wurden mit der Datenbank 
des Joint Genome Institutes und der NCBI abgeglichen und die Identität dieses 
Fragments als „Malatdehydrogenase“ bestätigt.  
 
4.3.21   A3: Malatdehydrogenase 
Die Funktion der Malatdehydrogenase wurde unter 4.3.21 beschrieben. 
 
4.3.21.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständig Proteinsequenz von Mucor circinelloides wurde mit den Proteomen 
von  Rhizopus oryzae und Phycomyces blakesleeanus abgeglichen. Diese drei 
Sequenzen wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die 
Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu 
    a      b     bp 
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Abb. 4.38 a: Markierung: Klon A2(-1); b: Markierung: Klon A2(+)1 
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amplifizieren (Abb. 4.39). Durch die rot markierten Sequenzen wurden die 
degenerierten Primer gelegt, deren Sequenzen unter 2.5.1 aufgeführt sind. 
 
  
 
 
 
4.3.21.2  Amplifikation des DNA- Fragments A3  
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 45 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 275 bp, was hier ungefähr der Größe der oberen 
resultierenden Bande entspricht (Abb. 4.40). Die obere Bande wurde aus dem Gel 
ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel eluiert. Die aus dem 
Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R kloniert (3.15 
– 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz wurden 6 E.coli 
Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation durchgeführt wurde 
(3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten Plasmide, in denen 
 
 
 
A3 Vor. 
A3 Rück. 
Abb. 4.39 Proteinsequenzen für A3 (malate dehydrogenase) von Mucor circinelloides (Mucci), 
Phycomyces blakesleeanus (Phybl) und Rhizopus oryzae (RO). ). A3 Vor.: Vorwärtsprimer, A3 
Rück: Rückwärtsprimer 
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sich nun das A3- PCR Produkt befand, mit den Restriktionsenzymen EcoRI und PstI 
verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert 
wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt um festzustellen, ob sich in einem der 
präparierten Plasmide das A3- Insert befand.  
In Abb. 4.41 ist ersichtlich, dass zwei der Kolonien ein Plasmid mit einem A3- Insert 
enthalten. Einige der übrigen Klone (hier nicht gezeigt) enthielten ebenfalls ein  
Fragment dieser Größe. Sowohl für das aus dem Gel isolierten (+)- PCR-Fragment 
als auch für das (-) PCR- Fragment war die Klonierung in den Vektor pTZ19R 
erfolgreich. In einem nächsten Schritt wurden die Klone A3(-)3 und A3(+)1 
sequenziert.  
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  a              b             bp 
Abb. 4.40 a: Markierung: PCR-Produkt von A3 Mm(-); b: Markierung: PCR-Produkt von A3 Mm(+) 
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Abb. 4.41 a: Markierung: Klon A3(-)3, b: Markierung: Klon A3(+)1 
  a     b     bp 
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4.3.21.3  Sequenz des A3(+)1 Fragments 
CTGCAGGTCATGCCGGGCTTTCTGGGGACACCAGCGGGGATGACAACTACACC
AGAGAGATGTTATCAGTGATTAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTAACCAATAG
AAGCATCTTTAATAGCTTCTTCAATTTGAGCTGCACCAACATGACCGGTTACCTT
GGACTGAGTGTTAATATGACTTTATAAATCCAAAGAACGTTAGTTTAAATGGTAA
CCTATGGAAAAAAAATGGGTAGAAAAAGGGAAAATACCTAAGATCAGCGGCAAC
ACCGGGAGTATTGACGATATCGTAGAATT 
 
Rot ist hierbei die Sequenz des A3- Rückwärtsprimers markiert, die Sequenz des 
Vorwärtsprimers konnte nicht gefunden werden. Die Sequenz für Klon A3(-)3 ist 
identisch mit der oben angegebenen. Beide Sequenzen wurden mit der Datenbank 
des Joint Genome Institutes und der NCBI abgeglichen und die Identität dieses 
Fragments als „Malatdehydrogenase“ bestätigt.  
 
4.3.22   A4: Acyl-CoA Dehydrogenase 
Acyl-CoA Dehydrogenasen sind eine Gruppe mitochondrialer Flavoenzyme die α, β-
Dehydrogenisierung von Acyl-CoA Estern in der Fettsäure-β-Oxidation katalysieren 
(He et al., 2007). 
 
4.3.22.1 Konstruktion der Primer 
Die komplette Proteinsequenz von Mucor circinelloides wurde mit den Proteomen 
von  Rhizopus oryzae und Phycomyces blakesleeanus verglichen. Diese drei 
Sequenzen wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die 
Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu 
amplifizieren. 
Durch die in Abb. 4.42 markierten Sequenzen wurden degenerierte Primer gelegt. 
Deren Sequenzen sind unter 2.5.1 aufgeführt. 
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4.3.22.2 Amplifikation des DNA- Fragments A4  
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 45 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 257 bp, was hier ungefähr der Größe der unteren 
resultierenden Bande entspricht (Abb. 4.43). Die untere Bande wurde aus dem Gel 
ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem Gel eluiert. Die aus dem 
Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R kloniert (3.15 
– 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz wurden 6 E.coli 
Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation durchgeführt wurde 
(3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten Plasmide, in denen sich 
nun das A4- PCR Produkt befand, mit den Restriktionsenzymen EcoRI und PstI 
verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert 
wurde (2.6, 3.15). 
Abb. 4.42 Proteinsequenzen für A4 (Acyl CoA dehydrogenase) von Mucor circinelloides  
(Mucci),Phycomyces blakesleeanus (Phybl) und Rhizopus oryzae (RO). ). A4 Vor.: 
Vorwärtsprimer, A4 Rück: Rückwärtsprimer 
 
A4 Vor. 
A4 Rück. 
Ergebnisse 
81 
 
 
 
 
 
Dies wurde durchgeführt um festzustellen, ob sich in einem der präparierten 
Plasmide das A4- Insert befand.  
In Abb. 4.44 ist ersichtlich, dass eine der Kolonien ein Plasmid mit einem A4- Insert 
enthält. Die übrigen Klone (hier nicht gezeigt) hatten kein Fragment dieser Größe. 
Nur für das aus dem Gel isolierten (-)- PCR-Fragment war die Klonierung in den 
Vektor pTZ19R erfolgreich. In einem nächsten Schritt wurde der Klon A4(-)5 
sequenziert. 
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Abb. 4.43 a: Markierung: PCR-Produkt von A4 Mm(-), b: Markierung: PCR-Produkt von A4 Mm(+)  
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Abb. 4.44 Markierung: Klon A4(-)5 
a       bp 
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4.3.22.3  Sequenz des A4(-)5 Fragments 
CTGCAGCATCATTATCATTCCGTGATGGAAGCACGCAAAGAGAATTTACCCTTG
ATAGCAGGTGCTTCTAAACCGGGCATCCCCTTTTCTAAAATAAATCCACGAATCG
CTCCACCTTCATCTAGGTTCTTGGCCCAAATCACAAAGACATCGGCAATAGGTG
AGTTGGTGATCCATGTCTTGGATCCGTTCAAGACGTAGTGTCCGTTTACTTTACG
AGCAGTGGTTTCCATACCTGCAGGATCAGAACCATGATTTGGCTCGAATTC 
 
Rot ist hierbei die Sequenz des A4- Rückwärtsprimers markiert, grün die Sequenz 
des Vorwärtsprimers. Die Sequenz wurde mit der Datenbank des Joint Genome 
Institutes und der NCBI abgeglichen und die Identität dieses Fragments als „Acyl-
CoA dehydrogenase“ bestätigt.  
 
4.3.23   A7: S-adenosylmethionine synthetase 
S-Adenosylmethionin (AdoMet) Synthetase ist ein Enzym, das die Bildung von 
AdoMet aus Methionin und ATP katalysiert. AdoMet ist ein wichtiger Methyldonor für 
die Transmethylierung und der Propylaminodonor in der Synthese von Polyaminen 
(Cantoni, 1953). 
 
4.3.23.1 Konstruktion der Primer 
Die vollständige Proteinsequenz von Mucor circinelloides wurde mit den Proteomen 
von  Rhizopus oryzae und Phycomyces blakesleeanus abgeglichen. Diese drei 
Sequenzen wurden aligniert und nach Konsensussequenzen gesucht, durch die 
Vorwärts- und Rückwärts- Primer gelegt werden können, um das DNA- Fragment zu 
amplifizieren. Durch die in Abb. 4.45 rot markierten Sequenzen wurden die 
degenerierten Primer gelegt, deren Sequenzen unter 2.5.1 aufgeführt sind. 
 
4.3.23.2 Amplifikation des DNA- Fragments A7  
Die PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 45 ºC und 35 Zyklen 
durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden 12,5 ng DNA (Mucor mucedo (-) und (+)) und 
10 pmol Primer eingesetzt. Das zu erwartende Fragment hat eine kalkulierte Größe 
(bei Mucor circinelloides) von 880 bp. 
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Da bei dieser PCR mehrere Amplifikationsprodukte entstanden (Abb. 4.46), wurde 
nur die markierte Bande ausgeschnitten und wie unter 3.14 beschrieben aus dem 
Gel eluiert.  
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Abb. 4.46 a: Markierung: PCR-Produkt von A7 Mm(-); b: Markierung: PCR-Produkt von A7 Mm(+) 
a          b           bp 
A7 Vor. 
A7 Rück. 
Abb. 4.45 Proteinsequenzen für A4 (Acyl CoA dehydrogenase) von Mucor circinelloides 
(Mucci),Phycomyces blakesleeanus (Phybl) und Rhizopus oryzae (RO). ). A7 Vor.: 
Vorwärtsprimer, A7  Rück: Rückwärtsprimer 
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Die aus dem Agarosegel gereinigten PCR- Fragmente wurden in den Vektor pTZ19R 
kloniert (3.15 – 3.16) und in E.coli transformiert (3.17). Pro Transformationsansatz 
wurden 18 E.coli Kolonien untersucht, von denen je eine Plasmidpräparation 
durchgeführt wurde (3.18). Nach der Plasmidpräparation wurden die präparierten 
Plasmide, in denen sich nun das A7- PCR Produkt befand, mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und PstI verdaut, an deren Schnittstellen zuvor das 
Fragment in den Vektor pTZ19R kloniert wurde (2.6, 3.15). Dies wurde durchgeführt 
um festzustellen, ob sich in einem der präparierten Plasmide das A7- Insert befand. 
In Abb. 4.47 ist ersichtlich, dass vier der Kolonien ein Plasmid mit einem A7- Insert 
enthalten. Die übrigen Klone (hier nicht gezeigt) hatten kein Fragment dieser Größe. 
Sowohl für das aus dem Gel isolierten (-)- PCR-Fragment als auch das (+)-Fragment 
war die Klonierung in den Vektor pTZ19R erfolgreich. In einem nächsten Schritt 
wurden die Klone A7(-15), A7(-)16, A7(+) 15 und A7(+)18 sequenziert. 
 
 
 
 
4.3.23.3  Sequenzen der Klone A7(-15), A7(-)16, A7(+) 15 und A7(+)18 
Obwohl alle sequenzierten Klone ein Insert der richtigen Größe hatten, konnte bei 
keinem eine Sequenzübereinstimmung mit der S-Adenosylmethionin Synthetase 
gefunden werden. Aus diesem Grund muss das Experiment in Zukunft wiederholt 
werden, bevor mit einem korrekten Klon weiter gearbeitet werden kann. 
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a        b           c                           d       bp 
Abb. 4.47 a: Markierung:  Klon A7(-15), b: Markierung:  A7(-)16, c: Markierung: A7(+)15,  
d: Markierung: A7(+)18 
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4.4 Sequenzvergleiche mit Dikarya und Mucoromycotina 
Die unter 4.3 gefundenen Mucor mucedo DNA-Sequenzen wurden mit der DOE Joint 
Genome Institute-Datenbank abgeglichen. Dabei wurden die Sequenzvergleiche auf 
Dikarya und Mucoromycotina beschränkt.  
 
4.4.1 Sequenzvergleich von z9 
In Abb. 4.48 wird deutlich, dass das Fragment z9 „predicted protein“ in ca. der Hälfte 
der Sequenz sowohl mit Mucor circinelloides als auch mit Phycomyces 
blakesleeanus übereinstimmt. Hierbei ist die Übereinstimmung mit M. circinelloides 
deutlich höher als mit P. blakesleeanus. Für Basidiomyceten und Ascomyceten fand 
sich keine entsprechende Sequenz in der DOE Joint Genome Institute- Datenbank. 
 
 
 
 
 
4.4.2 Sequenzvergleich von d3 
In Abb. 4.49 sind die für dieses Fragment in der Datenbank gefundenen Sequenzen 
aligniert worden. Die Konsensussequenz zeigt nur geringe Übereinstimmungen in 
allen 10 Sequenzen, was auch daran liegen mag, dass die Gensequenz teilweise nur 
als Fragment vorliegt. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.48 Vergleich des Mucor mucedo z9 Fragments (YR6_M13rev) mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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4.4.3 Sequenzvergleich von d7 
Für das Fragment des Klons d7(-)4 „hypothetical protein“ konnte in keiner Datenbank 
eine Übereinstimmung gefunden werden. 
 
4.4.4 Sequenzvergleich von d10 
In Abb. 4.50 sind die für dieses Fragment in der Datenbank gefundenen Sequenzen 
aligniert worden. Für die in der DOE Joint Genome Institute- Datenbank aufgeführten 
Basidiomyceten und Ascomyceten ließen sich keine übereinstimmenden Sequenzen 
für das Fragment d10 „Stomatin“ finden. Die Abweichungen selbst innerhalb 
derselben Gattung sind, wie Abb. 4.50 zeigt, doch erheblich. So unterscheiden sich 
Mucor mucedo und Mucor circinelloides stärker voneinander als Mucor mucedo und 
Phycomyces blakesleeanus. 
 
Abb. 4.49 Vergleich des Mm d3 Fragments (YR1_M13rev) mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl), sowie den Basidiomyceten Agaricus 
bisporus (Agabi), Dacryopinax sp. (Dacsp1), Heterobasidion annosum (Hetan2) und den 
Ascomyceten Cochliobolus heterosporus (CocheC5), Pichia stipitis (Picst3) und Pyrenophora tritici-
repentis (Pyrtr1). 
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4.4.5 Sequenzvergleich von A2 
In Abb. 4.51 wird deutlich, dass das Fragment A2 „Malatdehydrogenase“ nur wenige 
Übereinstimmungen im  abgeglichenen Sequenzbereich besitzt, die sich durch alle 
überprüften Organismen ziehen. Hier sind die Übereinstimmungen zwischen den 
Arten der Zygomyceten am größten, bei den Basidiomyceten bzw. Ascomyceten 
wechseln die übereinstimmenden Nucleotide je nach Art. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.50 Vergleich des Mucor mucedo d10 Fragments (YR29_M13unil) mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl). 
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4.4.6 Sequenzvergleich von A3 
Abb. 4.52 zeigt, dass das Fragment A3 „Malatdehydrogenase“ in einem Bereich 
zwischen 300 – 335 einige Übereinstimmungen mit den überprüften Zygo- Basidio- 
und Ascomyceten hat. Einzig Cochliobolus heterostrophus, Cryptococcus 
neoformans und Serpula lacrymans haben eine geringere Übereinstimmung.  
 
 
 
Abb. 4.51 Vergleich des Mucor mucedo A2 Fragments (YR8_M13rev) mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl), sowie den Basidiomyceten Ganoderma 
sp (Gansp1), Gloephyllum trabeum (Glotr1_1), Malassezia globosa (Malgl1), Wallemia sebi (Walse1) 
und den Ascomyceten Aspergillus nidulans (Aspnid5), Candida tenuis (Cante1), Hysterium pulicare 
(Hyspu1), Nectria haematococca (Necha2), Pichia stipitis (Picst3), Pyrenophora tritici-repentis (Pyrtr1), 
Rhytidhysteron rufulum (Rhyru1), Spathaspora passalidarum (Spapa3), Sporotrichum thermophile 
(Spoth2), Trichoderma reesei (Trire2) sowie Wickerhamomyces anomalus (Wican1). 
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4.4.7 Sequenzvergleich von A4 
In Abb. 4.53 wird deutlich, dass ungefähr ein Drittel des Abschnitts, bei dem in allen 
drei Arten ein Sequenzfragment verfügbar ist, eine Konsensussequenz vorhanden 
ist. Diese wird allerdings immer wieder durch ein bis drei Nucleotide unterbrochen, in 
denen die Sequenzen nicht miteinander übereinstimmen.  
 
 
 
Abb. 4.52 Vergleich des Mucor mucedo A3 Fragments (YR9_M13rev) mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl), sowie den Basidiomyceten 
Cryptococcus neoformans (Cryne_H99), Serpula lacrymans (SerlaS7) und den Ascomyceten 
Cochliobolus heterostrophus (CocheC5), Nectria haematococca (Necha2), Neurospora Crassa 
(Neucr1), Pyrenophora tritici-repentis (Pyrtr1), Trichoderma atroviride (Triat2) und Trichoderma virens. 
Abb. 4.53 Vergleich des Mucor mucedo A4 Fragments (YR40_M13rev) mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides (Mucci) und Phycomyces blakesleeanus (Phybl), dem Ascomyceten Setosphaeria 
turcica (Settu1). 
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4.5 Random Amplified Polymorphic DNA – PCR (RAPD-PCR) 
RAPD-PCR wurde zunächst für DNA-Fingerprints zur genetischen Analyse entwickelt 
(Williams et al., 1990). Später wurde dieses Verfahren jedoch weiter entwickelt und 
unter dem Namen RNA arbitrarily primed PCR (RAP-PCR) an die RNA-
Fingerprintanalyse angepasst (Welsh et al., 1992). 
Um DNA zu analysieren, deren Sequenz unbekannt ist, werden zufällige Primer von 
einer Länge von etwa 10 Basen verwendet. Unter den richtigen Bedingungen erhält 
man mehrere Banden unterschiedlicher Größe, Anzahl und Ausprägung. Deren 
Sequenz ist zwar weiterhin nicht bekannt, doch kann man durch einen Vergleich des 
Bandenmusters Unterschiede zwischen Individuen, Stämmen oder Spezies 
nachweisen (aus: Der Experimentator Molekularbiologie/Genomics; Spektrum, 6. 
Auflage, 2009). 
Im vorliegenden Fall soll geklärt werden, ob und in welchem Umfang sich die beiden 
Mucor mucedo – Stämme (-) und (+) auf genomischer Ebene unterscheiden. Da sie 
auf Proteinebene nur minimale Unterschiede aufweisen (vergl. Abb. 4.1-4.3), soll 
geklärt werden, ob sich dies auf geringe Differenzen im Genom zurück führen lässt 
oder ob die große Übereinstimmung auf Proteomebene auf eine Regulation in der 
Genexpression zurück zu führen ist. Als Vergleichsorganismus wird hier Absidia 
glauca (-) und (+) mitgeführt. Absidia glauca ist ein Vertreter der Mucoraceen der 
Klasse der Zygomyceten (Teepe et al., 1988).  
Die Sequenzen der für die RAPD-PCR verwendeten Primer sind unter 2.5.1 
aufgeführt. Die Primer mit “P” – Bezeichnung wurden von Herrn J. Wöstemeyer 
(Friedrich Schiller Universität Jena) zur Verfügung gestellt (Schäfer und Wöstemeyer 
1992). Die anderen Primer stammen von Dr. J. van Kann, Landwirtschaftliche 
Universität Wageningen, NL sowie aus Klein-Lankhorst et al. (1991) und Van der 
Vlugt-Bergmans et al. (1993) 
 
Die RAPD-PCR wurden bei 42 ºC Annealingtemperatur und 35 Zyklen durchgeführt. 
Dabei ist zu erkennen, dass bei Mucor mucedo sehr große Unterschiede zwischen 
dem (-) und dem (+) Typ herrschen (Abb. 4.54). Bei Absidia glauca hingegen sind 
nur vier Banden zu erkennen, die sich in den beiden Kreuzungstypen unterscheiden 
(Abb. 4.55).  
Bei Mucor mucedo finden sich 14 identische Banden (es wurden nur die eindeutig 
vorhanden Banden gezählt), 15 Banden wurden insgesamt gefunden, die bei (-) und  
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Abb. 4.54 Mucor mucedo (-) und (+) Kreuzungstyp; P17, P21, X-07, Y-17, P6, P8, B8: eingesetzte Primer, siehe 2.5.2 
Abb. 4.55 Absidia glauca (-) und (+) Kreuzungstyp: P17, P21, X-07, Y-17, P6, P8, B8: eingesetzte Primer, siehe 2.5.2 
Markierungen: Unterschiede zw. (-) und (+) Kreuzungstyp 
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(+) nicht übereinstimmen (Abb. 4.54). Dadurch ergibt sich eine Übereinstimmung von 
48,3 %. 
Absidia glauca hingegen zeigt eine Übereinstimmung von 89,1 %. Es sind hier 33 
identische und nur 4 nicht identische Banden vorhanden (Abb. 4.55). 
 
4.6 Zellwandglykosylierung von Mucor mucedo 
Ebenso unbekannt wie die Beteiligung der Proteine an sexueller Kommunikation ist 
die mögliche Beteiligung weiterer Zellwandkomponenten von Mucor mucedo an der 
Erkennung des komplementären Kreuzungspartners. Es ist möglich, dass 
verschiedene Arten der Zellwand-Glykosylierung bei diesem Vorgang ebenso eine 
Rolle spielen wie Zellwand – assoziierte Proteine.  
Bei Chlamydomonas reinhardii resultiert eine Mutation in der O-Glykosylierung des 
mt- (mating type locus) in Sterilität des (-) Kreuzungspartners (Vallon, Wollman, 
1995). Vermutlich benötigt die Komponente des mt+ Apparates diese bestimmte O-
Glykosylierung für die sexuelle Interaktion. 
Es ist durchaus möglich, dass auch bei Pilzen, in diesem Fall bei Mucor mucedo, 
Polysaccharide der Zellwand nötig für die Erkennung des komplementären 
Kreuzungspartners sind. Daher wurden einige dieser Bestandteile durch HPLC 
analysiert. 
 
4.6.1 HPLC  
Die Proben für die HPLC – Analyse wurden wie unter 3.22 beschrieben aufbereitet 
und analysiert.  
Dabei wurden folgende Wachstumsstadien untersucht: Mm (-) Bodenmyzel, Mm(+-) 
Bodenmyzel, Mm(+) Bodenmyzel, Mm(-) Sporangien, Mm(+-) Zygophoren, Mm(+) 
Sporangien.  
Die Zellwandproben wurden auf die Präsenz von Glucosamin, Glucose und Mannose 
untersucht. Es wurden vier HPLC-Durchläufe mit je 3 Aliquots der zu analysierenden 
Stadien durchgeführt.  
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Der Durchschnitt dieser vier HPLC-Analysen zeigt, dass Glukosamin, woraus Chitin 
besteht, zwischen 55 % und 70 % der untersuchten Bestandteilen der Zellwand von 
Mucor mucedo ausmacht (Abb. 4.56). Dabei gibt es keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien oder Kreuzungspartnern. Glukose hat 
einen Anteil von 25% - 40% an der Zellwand, Mannose hingegen ist nicht vorhanden. 
 
 4.6.2 Zellwandfärbungen 
Diese Ergebnisse wurden verifiziert durch Polysaccharid-spezifische 
Zellwandfärbungen. 
 
4.6.2.1 Mannosenachweis 
Das Myzel wurde zunächst mit Calcofluorwhite, das die Chitinschicht anfärbt, und 
Concanavalin A, das an Mannose bindet, behandelt (3.20). 
Glukosamin Glukose Mannose
Mm- Sub 58,80384599 36,49044951 0
Mm± Sub 70,31747504 25,88551427 0
Mm+ Sub 64,67149043 31,66063057 0
Mm- Spor 66,8172344 29,05750816 0
Mm± Zygo 64,51020089 31,5601601 0
Mm+ Spor 56,34658006 39,9584682 0
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Abb. 4.56 HPLC- Ergebnisse von Mucor mucedo; Durchschnittswerte von 3 HPLC-
Durchgängen. 
Mm: Mucor mucedo; Sub: Substratmyzel; Spor: Sporangien-Stadium; Zygo: 
Zygosporen-Stadium.  
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Phasenkontrast CFW ConA 
Mm (-)  
Substrat- 
myzel 
Mm (-) 
Sporangien 
Mm (+) 
Sporangien 
Mm (+)  
Substrat- 
myzel 
Mm (+-) 
Substrat- 
myzel 
Abb. 4.57 Zellwandfärbungen von Mucor mucedo (-), (+) und Kreuzkulturen in verschiedenen Stadien 
mit Calcofluorwhite (CFW) und ConcanavalinA (ConA). Mm: Mucor mucedo. Fortsetzung S.95. 
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In Abb. 4.57 wird erneut deutlich, dass Mucor mucedo in keinem 
Entwicklungsstadium eine Mannoseschicht besitzt, wohingegen Chitin sowohl in 
vegetativem Myzel als auch in den asexuellen und sexuellen Strukturen besonders 
ausgeprägt ist.  
 
4.6.2.2 Glukosefärbungen 
Mucor mucedo (-) und (+) wurde in den Stadien Substratmyzel, Sporangien und 
Zygosporen mit „Wheat Germ Agglutinate“ angefärbt, welches sich in die 
Glukoseschicht der Zellwand einlagert. Auf den Fotos (hier nicht gezeigt) sind nur 
geringe Färbungen zu erkennen. Als Kontrollfärbung wurde wiederum 
Calcofluorwhite eingesetzt. 
 
4.6.2.3 Chitosanfärbungen 
Zur weiteren Differenzierung zwischen Chitin und Chitosan wurde das Myzel mit 
Eosin Y gefärbt, das spezifisch an Chitosan bindet (Baker et al., 2007).  
Hier ist deutlich zu sehen, dass Chitosan in den frühen Entwicklungsstadien des 
vegetativen Myzels und der Zygophoren im Vergleich zu Chitin nur schwach 
ausgeprägt ist (Abb. 4.58). Ist jedoch das Stadium der Gametangien erreicht, bildet 
sich nach der Abschnürung der Zellwand in einem der Kreuzungspartner Chitosan in 
der Zellwand dieses Kompartiments. Im weiteren Verlauf der Zygosporenentwicklung 
weitet sich der Bereich der Chitosanbildung auf die Zygospore und den anderen 
Kreuzungspartner aus, allerdings bleibt der Bereich limitiert auf die Suspensoren der 
beiden Kreuzungspartner. Ob Mucor mucedo (+) oder (-) zuerst mit der 
Chitosanbildung beginnt, ist noch unbekannt. Es ist jedoch der Partner, der ein 
minimal kleineres Gametangium ausbildet. 
 
 
Mm (+-) 
Zygophoren 
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Mm (-) 
Substrat- 
myzel 
Mm (-) 
Sporangien 
Mm (+) 
Substrat- 
myzel 
Mm (+) 
Sporangien 
Abb. 4.58 Chitosanfärbung mit EosinY in verschiedenen Stadien der Reinkulturen Mucor mucedo 
(-) und (+). CFW: Calcofluorwhite, Mm: Mucor mucedo 
Phasenkontrast CFW Eosin Y 
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Mm (+-)  
Pro-
gametangien  
Mm (+-) 
Gametangien  
Mm (+-)  sich 
entwickelnde 
Zygospore  
Mm (+-)  
reife 
Zygosore 
Abb. 4.59 Chitosanfärbung mit EosinY der Kreuzkulturen von Mucor mucedo (-) und (+). 
CFW: Calcofluorwhite, Mm: Mucor mucedo 
Phasenkontrast Eosin Y CFW 
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5 Diskussion  
5.1 2D-Gele 
5.1.1 Zellwand-assoziierte Proteine  
Es gibt verschiedene Kategorien von Zellwandproteinen. Sie sind entweder kovalent 
durch eine glykosidische- oder Esterbindung mit Zellwandpolysacchariden verbunden 
oder über Disulfidbrücken mit anderen Zellwandproteinen. Sie können auch nicht-
kovalent mit Zellwandpolysacchariden assoziiert sein, beispielsweise mit einer 
Glycan-bindenden Domäne. Ebenso können sie aufgrund der 
Phosphodieestergruppen in den O- und N- gebundenen Kohlenhydratseitenketten 
der Zellwandglykoproteine ionisch an eine der vielen negativen Ladungen gebunden 
sein (Klis et al., 2006; Gemmill et al., 1999). Ionisch gebundene Zellwandproteine 
beinhalten oft nicht-glykosylierte Proteine von zytosolischem Ursprung (Nombela et 
al., 2006; Urban et al., 2003). 
In Candida albicans und Saccharomyces cerevisiae werden über 20 verschiedene 
Zellwandglykoproteine vermutet. Zellwandglykoproteine spielen bei vielen Funktionen 
eine Rolle (De Groot et al., 2004). Durch das Kreuzverbinden von Polysacchariden 
tragen sie zur Zellwandintegrität bei und verhindern den Zugang von Glycanasen 
anderer Organismen zu den eigenen Polysacchariden (Klis et al., 2006). Sie spielen 
bei der Paarung (Dranginis et al., 2007) und Biofilmbildung auf biotischen und 
abiotischen Oberflächen eine Rolle (Douglas 2003; Li et al., 2007), vermitteln die 
Adhäsion an Epithelzellen (Li et al., 2007), vermitteln bei der Endozytose und 
Gewebeinvasion (Phan et al., 2007) und verursachen proteolytischen Schaden am 
invasierten Gewebe (Albrecht et al, 2006).  
Der Aufbau der Zellwand von Mucor spp. ist kaum bekannt. In einer Veröffentlichung 
von Bartnicki-Garcia (1968) wurde die chemische Zusammensetzung der Zellwand 
von Mucor rouxii untersucht. Die Hauptbestandteile sowohl der Hefen- als auch 
Hyphenform sind Chitin- und Chitosanfibrilen, die in eine Matrix aus Glykoproteinen 
und Glykopeptiden eingebettet sind. Unter den Zellwandkomponenten waren bei der 
Hyphenform unter anderem 9.4 % Chitin, 32.7 % Chitosan, 1.6% Mannose, 11.4 % 
Glucuronsäure und 6.3 % Protein festgestellt worden. Eine weitere Aufschlüsselung 
der Zelloberflächenproteine ist für Mucor rouxii nicht bekannt.  
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Bei dem Zygomyceten Absidia glauca wurde an der Zelloberfläche des (+)- 
Kreuzungstyp ein Protein gefunden, das beim (-)- Kreuzungstyp nicht vorhanden ist 
(Teepe et al., 1988). Es handelt sich hierbei um ein 120-130 Aminosäuren langes 
Protein mit einer Masse von 15 kDa (Hänfler et al., 1992), das aus einem 1250 bp 
langen, extrachromosomalen, zirkulären DNA Element translatiert wird. 
Bei Hybridisierungsversuchen, in denen (+)- und (-) Typ von Absidia glauca zu einem 
homothallischen Organismus fusioniert wurden (Wöstemeyer et al., 1990), stellte sich 
heraus, dass fusionierte Kolonien, die Zygoten bildeten, das 15 kDa Protein nicht 
mehr exprimierten. Vermutlich regulieren die Hybriden die Expression des 
Oberflächenproteins durch einen Repressionsmechanismus. Diese Repression, die 
normalerweise für das Fehlen des 15 kDa Proteins im (-) Typ verantwortlich ist, 
scheint aktiv zu sein, wenn Informationen des (+)- und (-)- Typs in einem Thallus 
vorhanden ist (Wöstemeyer et al., 1990).  
Über diese Experimente hinaus ist wenig über Oberflächenproteine in Zygomyceten 
bekannt. Mucor mucedo wird hier als Modellorganismus benutzt, um mehr über die 
Vorgänge während der sexuellen Kommunikation beider heterothallischer Partner 
herauszufinden.  
Um zu untersuchen, ob es bereits an der Zelloberfläche von Mucor mucedo (-) bzw. 
(+) Proteine gibt, die bei der Erkennung des komplementären Partners und bei der 
anschließenden, durch Trisporsäure ausgelösten sexuellen Differenzierung eine 
Rolle spielen, wurden beide Kreuzungstypen als Reinkultur, sowie als Kreuzkultur 
angezogen und deren Proteine isoliert (vergl. 3.3). Um den Verlauf der Unterschiede 
im Proteom beobachten zu können, wurden diese in verschiedenen Stadien isoliert 
und auf 2D-Gele aufgetragen, um die Unterschiede sichtbar zu machen.  
Es wurden die Proteine von Mucor mucedo (-), (+) und Kreuzkulturen im 
Bodenmyzelstadium, im TA-induzierten Myzel (auf dem sich Zygophoren gebildet 
hatten) und als Kontrolle im nicht- induzierten Myzel (auf dem Sporangien 
gewachsen waren) isoliert.  Da die Trisporsäure zum Besprühen der Kulturen in 
DMSO gelöst wurde, dienten als Kontrolle mit Lösungsmittel (DMSO) besprühte 
Kulturen des (-)-  und (+)- Typs und den Kreuzkulturen.  
Wie in den Abbildungen 4.1 und 4.2 ersichtlich, beschränken sich die Unterschiede 
jedoch auf Differenzen zwischen (-) und (+) – Typ. Hier sind deutlich verschiedene 
Punktemuster zu erkennen, während zwischen den Stadien „Bodenmyzel“ (4.1 a-c), 
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„TA-induziert“ (4.1 d-f) und nicht- induziertem Myzel (4.1 g-i) kaum nennenswerte 
Unterschiede sichtbar sind. Die einzige Ausnahme bildet Spot 5, der beim TA-
induzierten Myzel weniger ausgeprägt ist. Auch werden in den Kreuzkulturen keine 
weiteren Proteine gebildet, jedenfalls nicht in einer Menge, die auf einem 2D-Gel 
abbildbar wäre.  
Gründe für die nicht vorhandenen Unterschiede zwischen den einzelnen Stadien sind 
vermutlich vielfältig. Zum einen mögen durchaus Unterschiede vorhanden sein, 
jedoch sind diese nicht über eine 2D-Gelelekrophorese zu erkennen, da in diesem 
Fall die Bildung des entsprechenden Proteins nicht in ausreichender Menge 
geschehen würde. Um diese Differenzen zu erfassen ist die Vorgehensweise durch 
2D-Gelelektrophorese nicht effektiv genug (Gorg et al., 2004).  
Ein offensichtlicher Grund mag sein, dass in den untersuchten Stadien bereits alle 
zur Erkennung des komplementären Partners notwendigen Proteine vorhanden sind. 
Noch frühere Stadien zu untersuchen ist jedoch schwierig, da dies dann bereits kurz 
nach dem Auskeimen der Sporen geschehen müsste. Hier Proteine zu isolieren 
würde sich aufgrund der geringen Ausbeute als kompliziert erweisen.  
Die Unterschiede zwischen den Kreuzungstypen sind hingegen in allen Stadien 
offensichtlich. In den Kreuzkulturen ist eine Mischung aus dem Proteinmuster von (-) 
als auch von (+) vorhanden, jedoch ohne zusätzlichen Proteinspot. Dies ist nicht 
überraschend, da die Reinkulturen mit Trisporsäure behandelt worden waren, so 
dass Zygophorenbildung möglich war. Für die Bildung der Zygosporen in der 
Kreuzkultur ist offenbar kein weiteres Zellwand-assoziiertes Protein notwendig.  
Um diese Unterschiede zwischen den Kreuzungstypen genauer zu bestimmen, 
wurden die in Abbildung 4.1 markierten Proteinpunkte ausgeschnitten, wie unter 3.10 
beschrieben verdaut und anschließend durch MS analysiert. 
Die in Abbildung 4.1 a, b, d, e, g und h im basischen Bereich zu sehenden 
Proteinketten sind vermutlich durch posttranslationale Modifikation (PTM) 
entstandene Proteinspots des selben Proteins. Der geringe Abstand zwischen diesen 
Punkten deutet darauf hin, dass sich der isoelektrische Punkt  (iP) nur um ein 
weniges verschoben hat. Da dieselbe Proteinkette in zwei verschiedenen Höhen 
erscheint, wirken sich die PTMs sowohl auf die Größe als auch auf die Nettoladung 
dieses speziellen Proteins aus. Dennoch wurden die Proteinpunkte einzeln 
ausgeschnitten und per MS analysiert.  Die Ergebnisse dieser Analyse (vergl. Tabelle 
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4.1) sind jedoch nicht eindeutig, da die Signifikanz nur zwischen 12 und 39 Prozent 
lag. Die erhaltenen Sequenzübereinstimmungen dieser Proteinketten mit bereits 
sequenzierten Proteinen waren für jeden dieser Spots sehr unterschiedlich, folglich 
auch die Herkunft aus unterschiedlichen Organismen, so dass nicht festgestellt 
werden konnte, ob es sich bei diesen Proteinketten tatsächlich um ein und das selbe 
Protein handelt.  Dennoch  wird in Zukunft versucht werden, im Bereich der 
zugegebenermaßen geringen Übereinstimmung, Primer für diese(s) Protein(e) zu 
konstruieren, um herauszufinden, um welche(s) Protein(e) es sich handelt.  
 
5.1.2 Zytoplasmatische Proteine 
Ebenso wie die Analyse der Zellwand – assoziierten Proteine ist die Analyse der 
zytoplasmatischen Proteine wichtig, um herauszufinden, ob und wie die 
komplementären Partner von Mucor mucedo intrazellulär auf das Vorhandensein  
des (-) bzw. (+) – Typs reagieren. Es ist beispielsweise nichts darüber bekannt, 
welche zytoplasmatischen Proteine hochreguliert werden (die nicht am 
Trisporsäuresignalweg beteiligt sind), wenn Trisporsäure die sexuelle Differenzierung 
aktiviert. 
4-Dihydromethyltrisporat Dehydrogenase (TDH), ein Enzym des 
Sexualhormontransduktionswegs von Mucor mucedo katalysiert die Umwandlung 
des (+) Kreuzungstyp- spezifischen Pheromons 4-Dihydromethyltrisporat zu 
Methyltrisporat, indem es NADP als Co-Faktor benutzt (Schimek et al., 2005). NADP 
entsteht beispielsweise während der ß-Oxidation der Fettsäuren, im Zitratzyklus, 
aber auch während der Aktivität der Acyl-CoA Dehydrogenase, die 2,3 Dehydroacyl-
CoA unter Verwendung von NADPH zu Acyl-CoA + NADP+ katalysiert (Palfey et al., 
1998; Ator et al., 1990). 
Um zu ermitteln, welche zytoplasmatischen Proteine an der sexuellen 
Differenzierung beteiligt sind, wurden ebenfalls Proteine von Mucor mucedo (-), (+) 
und Kreuzkulturen im Bodenmyzelstadium, im TA-induzierten Myzel (auf dem sich 
Zygophoren gebildet hatten) und als Kontrolle im nicht- induzierten Myzel (auf dem 
Sporangien gewachsen waren) isoliert (wie in 3.2 beschrieben). Genauso dienten 
hier als zweite Kontrolle mit Lösungsmittel (DMSO) besprühte Kulturen des (-)-  und 
(+)- Typs sowie  Kreuzkulturen.  
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Die hier zu beobachtenden Unterschiede sind noch geringer als bei den Zellwand-
assoziierten Proteinen.  Es gibt hier ebenfalls nur Abweichungen zwischen (-) - und 
(+) – Typ, nicht aber zwischen den einzelnen Stadien. Die vorhandenen 
Unterschiede beschränken sich auf 10 definierte Proteinspots (vergl. Abb. 4.2), die 
ebenfalls ausgeschnitten und der MS-Analyse unterworfen wurden.  
 
5.2 Matrix-Assisted Laser-Desorption Ionization Time of Flight 
(MALDI-TOF) 
Um Proteine zu identifizieren und zu charakterisieren ist MADLI-TOF eine wichtige, 
einfach zu benutzende Methode (Albenne et al., 2009). Diese Methode hat 
gegenüber der N-terminalen Sequenzierung den Vorteil, dass ein eventuell durch N-
Acetylaminosäuren, glykosylierte Aminosäuren, Pyrrolidongruppen oder ähnliches 
blockierter N-Terminus keine Rolle spielt (Georghe et al., 1997). 
Peptide wurden im Massenspektrometer fragmentiert und die MS-Spektren gegen 
Genomdatenbanken von Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus, bzw. 
Rhizopus oryzae des DOE Joint Genome Institute, CA, USA und des Broad Institute 
of MIT and Harvard, MA, USA abgesucht.  
Die durch das MASCOT-Programm erhaltenen Sequenzübereinstimmungen mit 
Proteinen aus den Organismen Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus und 
Rhizopus oryzae sind mit Vorsicht zu behandeln.  
Da sich die Signifikanz bei den Zellwand-assoziierten Proteinen oft in einem niederen 
Bereich von 31 – ca. 57 bewegt, ist nicht gewährleistet, dass Mucor mucedo 
tatsächlich für das gefundene Protein ein analoges in seinem Proteom besitzt. Daher 
wurden für die Konstruktion der Primer auch die entsprechenden Proteinsequenzen 
von Phycomyces blakesleeanus, Mucor circinelloides und Rhizopus oryzae 
herangezogen und auf konservierte Domänen hin verglichen, durch die die 
Primersequenzen gelegt wurden.  
 
5.3 „A2“ und „A3“ : Malatdehydrogenase 
Malatdehydrogenasen katalysieren die NAD/NADH- abhängige Konversion der 
Substrate Malat und Oxalacetat. Diese Reaktion spielt eine Schlüsselrolle im 
Malat/Aspartat Shuttle durch die mitochondriale Membran und im Zitronensäurezklus 
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innerhalb der mitochondrialen Matrix. In den meisten Organismen sind die 
Malatdehydrogenasen dimere Moleküle, einschließlich aller Eukaryoten und den 
meisten Bakterien. Die Enzyme teilen einen gemeinsamen katalytischen 
Mechanismus und ihre kinetischen Eigenschaften sind ähnlich, was eine hohe 
strukturelle Ähnlichkeit beweist. Die dreidimensionalen Strukturen dieser Isoenzyme, 
die essentiell für die Katalyse sind, sind sowohl in der mitochondrialen als auch der 
zytoplasmatischen Form der Malatdehydrogenase der Eukaryoten konserviert 
(Minárik et al., 2002). 
Die Malatdehydrogenase ist ein wichtiger Bestandteil des Zitronensäurezyklus (TCA- 
Zyklus), in dessen Verlauf Pyruvat zu CO2 oxidiert wird. Weiterhin entstehen 
während des Ablaufs des TCA- Zyklus 4 NADH, eines davon durch die Oxidation von 
Malat zu Oxalacetat durch die Malatdehydrogenase. Oxalacetat ist unter anderem 
notwendig für die Bildung verschiedener Aminosäuren der Aspartat- Familie. Dazu 
gehören Asparagin, Lysin, Methionin, Threonin und Isoleucin. Oxalacetat ist der 
Acetylakzeptor des Acetyl- CoA innerhalb des TCA- Zyklus und ist somit essentiell 
für die Aufrechterhaltung dieses Kreislaufes (aus: Brock Mikrobiologie, 11. Auflage, 
2009).  
Malatdehydrogenasen wurden aus verschiedenen Organismen isoliert, unter 
anderem aus Eubakterien, Archaeen, Pilzen, Pflanzen und Säugetieren und aus 
unterschiedlichen Organellen wie Mitochondrien, Chloroplasten, Glyoxysomen und 
Peroxisomen (Goward et al., 1994). Es sind multimere Enzyme, die aus identischen 
Untereinheiten bestehen, die normalerweise entweder als Dimer oder Tetramer 
organisiert sind. Die Untereinheiten haben molekulare Massen zwischen 30 und 35 
kDa (Banaszak & Bradshaw, 1975; Sundram et al., 1980). 
In Pseudomonas aeruginosa wurde ein Membran-assoziiertes Protein gefunden, das 
die Oxidation von Malat zu Oxalacetat katalysiert, die Malate:Quinon Oxidoreduktase 
(MQO). In Pseudomonas aeruginosa ist sie essentiell für das Wachstum auf Ethanol 
oder Acetat (Kretzschmar et al., 2002). MQO wurde bereits 1978 von Mizuno und 
Kageyama als Membran-assoziierte Malatdehydrogenase beschrieben.  
Zellwände, die aus Maiswurzeln isoliert wurden, zeigten eine kovalent an sie 
gebundene NAD-spezifische Malatdehydrogenase – Aktivität. Das Enzym katalysiert 
eine schnelle Reduktion von Oxalacetat und eine langsamere Oxidation von Malat. 
Eine besonders hohe Aktivität der Zellwand-assoziierten Malatdehydrogenase wurde 
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in den stark wachsenden lateralen Wurzeln festgestellt (Hadži-Tašković Šukalović et 
al., 2011).  
In B. cinerea und anderen phytopathogenen Pilzen scheint die Malatdehydrogenase 
außerdem eine Rolle bei der Pathogenität zu spielen (De Wit et al., 2009). 
Die Malatdehydrogenase hat also verschiedene Aufgaben innerhalb der Zelle. Sie ist 
unter anderem notwendig für den Energiehaushalt und ist indirekt an der Entstehung 
bestimmter Aminosäuren beteiligt.  
Bei einem Vergleich der beiden Proteinsequenzen „A2“ und „A3“ von Mucor 
circinelloides ergibt sich eine prozentuale Übereinstimmung von 54,6 % der 
Aminosäuren. Beide Sequenzen wurden durch die MALDI-TOF Analyse eindeutig als 
Malatdehydrogenasen identifiziert (Tab. 4.1), wobei es sich jedoch vermutlich um 
zwei verschiedene Isoenzyme der Malatdehydrogenase handelt. Beide sind hier im  
(+)- Kreuzungstyp hochreguliert. 
 
5.4 „A4“: Acyl- CoA Dehydrogenase 
Acyl- CoA Dehydrogenasen sind eine Gruppe mitochondrialer Flavoenzyme, die die 
α, β-Dehydrierung von Acyl-CoA Estern in der Fettsäure-β-Oxidation katalysieren, 
indem sie das Elektronentransfer- Flavoprotein (ETF) als physiologischen 
Elektronenakzeptor benutzen (He et al., 2007). Acyl-CoA Dehydrogenasen bestehen 
aus einer homologen Familie von FAD-abhängigen Enzymen, die die Konversion von 
Acyl-CoA Thioestern in die entsprechende trans- α, β-Enoyl-CoA katalysieren 
(Thorpe et al., 1979; Ghisla et al., 1984). Mitglieder dieser Familie teilen bedeutende 
strukturelle und biochemische Ähnlichkeiten, aber sie unterscheiden sich stark in 
ihrer Substratspezifität (Kim et al., 1993; Battaile et al., 2004). Acyl-CoA 
Dehydrogenasen sind an der ß-Oxidation der „short-chain“, „medium-chain“, „long-
chain“ und „very long-chain” Fettsäuren beteiligt und am Katabolismus von 
Aminosäuren, darunter Leucin, Isoleucin, Valin und Lysin (Zhang et al., 2002, 
Nguyen et al., 2002; Besrat et al., 1969). 
 Es gibt mindestens neun bekannte Mitglieder der Acyl- CoA Dehydrogenasenfamilie, 
die im Aminosäurekatabolismus oder an der Fettsäureoxidation beteiligt sind.  Im 
Verlauf der ß-Oxidation kommt es zu zwei getrennten Dehydrierungsreaktionen. 
Zunächst werden Elektronen auf das Flavinadenindinucleotid (FAD) übertragen, in 
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einer zweiten werden Elektronen auf NAD+ übertragen (aus: Brock Mikrobiologie, 11. 
Auflage, 2009).  
Defizite der Acyl-CoA Dehydrogenasen führen zu Fehlfunktionen der 
Fettsäureoxidation, was zu lebensbedrohlichen Episoden von fehlerhaften 
metabolischen Abläufen führt (Thorpe et al., 1995). Diese Defizite, besonders in der 
„Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase“ werden auch mit dem plötzlichen 
Kindstod assoziiert (Coates et al., 1992). 
In Hefen läuft die ß-Oxidation der Fettsäuen ausschließlich in Peroxisomen ab 
(Hiltunen et al., 2003). Die initiale Reaktion der ß-Oxidation wird hier durch die Acyl-
CoA Oxidase durchgeführt (Kunau et al., 1995). Eine genetische Studie an 
Aspergillus nidulans zeigte, dass die ß-Oxidation sowohl in Peroxisomen als auch in 
den Mitochondrien abläuft, wobei die Mitochondrien spezifisch für die „short-chain“ 
Fettsäuren sind (Maggio-Hall and Keller, 2004). In den Mitochondrien geschieht der 
erste Schritt der ß-Oxidation durch die Acyl-CoA Dehydogenase (Kunau et al., 1995). 
Bei N. crassa wurde die ß-Oxidation in Glyoxysomen entdeckt, hier ist ebenfalls die 
Acyl-CoA Dehydrogenase aktiv (Thieringer und Kunau, 1991). 
Die Hochregulierung der Acyl-CoA Dehydrogenase, die an der ß-Oxidation 
beteiligt ist, zeigt, dass in der Zelle ein erhöhter Energiebedarf herrscht. Durch diesen 
Vorgang entsteht vermehrt FADH2 und NADH + H+, Coenzyme, die an 
verschiedenen Oxidations- und Reduktionsreaktionen beteiligt sind (aus: Brock 
Mikrobiologie, 11. Auflage, 2009).  
Dies wäre in Übereinstimmung mit der Hochregulierung der Malatdehydrogenase, bei 
deren katalytischer Aktivität Malat aus Oxalacetat entsteht, wobei NAD+ zu NADH 
oxidiert wird. Auch hier lässt sich die Hochregulierung der Acyl-CoA Dehydrogenase 
mit dem erhöhten Energiebedarf des (+)-Kreuzungstyps erklären.  
Da Acyl-CoA Dehydrogenasen auch an der Synthetisierung von Aminosäuren 
beteiligt sind (Zhang et al., 2002, Nguyen et al., 2002; Besrat et al., 1969), kann man 
annehmen, dass sie auch hier im (+)- Kreuzungstyp bei einem erhöhten 
Aminosäurebedarf eine Rolle spielen. 
 
 5.5 „A7“: S- Adenosylmethionin Synthetase 
S-Adenosylmethionin Synthetase (AdoMetS) katalysiert die Bildung von S-
Adenosylmethionin (AdoMet) aus Methionin und ATP (Cantoni, 1953). AdoMet ist an 
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verschiedenen Zellfunktionen beteiligt. Es ist eine Methyldonorgruppe und spielt eine 
Rolle in Transmethylierungsreaktionen (Chiang et al., 1996). DNA Methylierung hat 
regulatorische Effekte auf die DNA-Transkription und Chromosomenstruktur. Es 
wurde die These aufgestellt, dass AdoMet Transkriptionsfaktoren aktiviert oder direkt 
als Methyldonor im biosynthetischen Stoffwechselweg der Streptomyces – Antibiotika 
wirkt (Zhang et al., 2008). AdoMet ist der Methyldonor bei den meisten 
Methylierungsreaktionen, einschließlich Methylierung von Proteinen, Nukleinsäuren, 
Lipiden und Polysacchariden und ist daher wichtig im zellulären Stoffwechsel 
(Cantoni, 1977). Nach ATP ist es der häufigste Co-Faktor  in metabolischen 
Reaktionen (Cantoni, 1977; Tabor and Tabor, 1984). Weil AdoMet für die DNA-
Methylierung (Roberts und Selker, 1995) und die Synthese von Polyamiden, wie 
Spermine und Spermidine (Hamasaki-Katagiri et al., 1997) essentiell ist, ist es an der 
Kontrolle der Chromosomenstabilität und Genexpression beteiligt (Foss et al., 1993; 
Larsson et al., 1996). 
AdoMet ist auch im biosynthetischen Stoffwechselweg von vielen sekundären 
Metaboliten involviert (Shimizu et al., 1989). Variationen im Zell- und Lebenszyklus 
der AdoMet Synthetase-Expression wurde in Hefen und Apicomplexa beobachtet 
(Slapeta et al., 2003; Brejning et al., 2002). Gene, die für S-Adenosylmethionin 
Synthetase kodieren, sind aus Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren isoliert worden 
und sind hochkonserviert (Mautino et al., 1996).  
Cycloleucin ist ein Inhibitor der S-Adenosylmethionin Synthetase. Gibt man es zu 
Kulturen von Mucor racemosus verhindert es die Konversion vom Hefen- zum 
Hyphenstadium in der Gegenwart von Sauerstoff. Diese Beobachtung deutet darauf 
hin, dass erhöhte Level an S-Adenosylmethionin Synthetase notwendig sind für die 
Morphogenese von Hefe zu Hyphe (Garcia et al., 1984).  
In einer Publikation von Hilti et al. (2000) wurde festgestellt, dass bei einer 
Reduzierung des für S-Adenosylmethionin Synthetase kodierende sam1 Wachstum, 
Sporulation und Paarung bei Schizosaccharomyces pombe beeinträchtigt sind. 
Schweingruber et al. (1998) zeigten, dass Methionin die sexuelle Entwicklung bei 
Schizosaccharomyces pombe induziert und dass es den intrazellulären AdoMet Pool 
erhöht, was mit der Annahme übereinstimmt, dass eine niedrige AdoMet Produktion 
Paarung und Sporulation herabsetzt.  
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In diese Beobachtungen fügen sich die Ergebnisse der 2D-Gelelektrophorese mit 
anschließender MALDI-TOF Untersuchung ein. Hierbei wurde im (-)- Kreuzungstyp 
von Mucor mucedo eine hochregulierte S-Adenosylmethionin Synthetase gefunden, 
die im (+)- Typ nicht vorhanden ist. Möglicherweise spielt sie auch bei Mucor mucedo 
eine Rolle bei der Paarung und ist darüber hinaus zuständig für die Bildung von 
AdoMet. AdoMet ist möglicherweise verantwortlich für die Methylierung von 
Transkriptionsfaktoren, die bei der Paarung eine Rolle spielen. Darauf deuten auch 
die Ergebnisse von Hilti et al., (2000) hin. 
 
5.6 RAPD-PCR von Mucor mucedo und Absidia glauca 
RAPD-PCR wurde zunächst für DNA-Fingerprints zur genetischen Analyse entwickelt 
(Williams et al., 1990). Später wurde dieses Verfahren jedoch weiter entwickelt und 
unter dem Namen RNA arbitrarily primed PCR (RAP-PCR) an die RNA-
Fingerprintanalyse angepasst (Welsh et al., 1992). 
Um DNA zu analysieren, deren Sequenz unbekannt ist, werden zufällige Primer von 
einer Länge von etwa 10 Basen verwendet. Unter den richtigen Bedingungen erhält 
man mehrere Banden unterschiedlicher Größe, Anzahl und Ausprägung. Deren 
Sequenz ist zwar weiterhin nicht bekannt, doch kann man durch einen Vergleich des 
Bandenmusters Unterschiede zwischen Individuen, Stämmen oder Spezies 
nachweisen (aus: Der Experimentator Molekularbiologie/Genomics; Spektrum, 6. 
Auflage, 2009). 
Beim Vergleich der Kreuzungstypen (-) und (+) von Mucor mucedo zeigen sich 
deutliche Unterschiede im Bandenmuster (Abb. 4.54), bzw. sind nur 48,3% der 
Banden übereinstimmend (bei 7 getesteten Primern; Sequenzen siehe Kapitel 2.5.2).  
Ein Grund hierfür mag sein, dass die beiden Kreuzungstypen vermutlich nicht an der 
gleichen Stelle isoliert worden sind. Das „Centraalbureau voor Schimmelcultures 
(CBS) " in Utrecht führt die beiden Kreuzungstypen unter den Nummern 109.16 für 
Mucor mucedo (-) und 144.24 für Mucor mucedo (+). Typ 109.16 wurde im Jahre 
1916 von K. Saito isoliert. An welcher Stelle er die Probe entnommen hat, ist nicht in 
der Datenbank des CBS verzeichnet. Typ 144.24 wurde im Jahre 1924 von H. 
Burgeff isoliert, auch hier findet sich keine Ortsangabe in der CBS Datenbank. Es ist 
daher anzunehmen, dass beide Typen an verschiedenen Orten isoliert worden sind. 
Dies würde eine Erklärung für die großen Unterschiede im Bandenmuster abgeben, 
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da anzunehmen ist, dass sich diese beiden Kreuzungstypen über einen längeren 
Zeitraum nicht miteinander verpaart haben. Dadurch konnten sich Mutationen im 
Genom ansammeln, die nicht durch einen Genaustausch an den jeweiligen 
komplementären Kreuzungstyp weitergegeben werden konnten.  
Um diese Theorie für die Abweichungen im Genom zu untermauern, müssten 
allerdings komplementäre Stränge getestet werden, die beide von einer identischen 
Stelle isoliert worden sind. Ergeben sich hier jedoch auch signifikante Unterschiede 
im Genom, wird die Theorie hinfällig, da man von einer regelmäßigen Kreuzung von 
Partnern ausgehen kann, die im gleichen Habitat existieren.  
Eine weitere Erklärung wäre die, dass es sich um einen Geschlechts - Dimorphismus 
handelt. Die hier verwendeten Mucor mucedo Kreuzungstypen sind bereits in ihrem 
Phänotyp leicht unterschiedlich, der (-)- Typ zeigt mehr Verzweigungen im 
Bodenmyzel, wobei der Abstand zwischen den Verzweigungen kürzer ist als im (+) 
Typ. Der (-)- Typ produziert Sporangiophoren, die länger sind als die des (+)- Typs 
und schneller wachsen.  
Jedoch ließen sich bei der Proteomanalyse durch 2D-Gele nur sehr geringe 
Unterschiede in der Expression der Gene feststellen. Bei den zytoplasmatischen 
Proteinen wurden insgesamt 7-10 unterschiedliche Spots gefunden (vergl. Abb. 4.2 
und 4.3), bei den Zellwand-assoziierten Proteinen 12. Es lässt sich nicht mit 
Sicherheit sagen, ob diese Unterschiede im Proteom ausreichen, um die 
Unterschiede der in der RAPD-PCR gefundenen Banden zu erklären. Auch ist es 
unwahrscheinlich, dass alle Unterschiede in der Genexpression durch die 2D-Gele 
entdeckt wurden, da es vermutlich Gene gibt, die in geringeren Mengen transkribiert 
und translatiert werden und daher auf den 2D-Gelen nicht zu sehen sind.  
Unklar ist auch, an welcher Stelle im Genom die Primer an die DNA binden. Es 
können sowohl Bereiche im Exon eines Gens sein, als auch in nicht-kodierender, 
repetitiver DNA. Da die tatsächlichen Unterschiede im Proteom jedoch sehr gering 
sind, ist anzunehmen, dass die Primer, bzw. die Mehrzahl davon, Stellen im Genom 
amplifizieren, die nicht translatiert werden.  
Um all diese Theorien zu prüfen, wäre es jedoch notwendig, weitere Mucor mucedo   
(-) und (+) Stämme zu testen, jedoch solche, die aus dem gleichen Umfeld isoliert 
wurden.  
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Absidia glauca ist ein Vertreter der Mucoraceen der Klasse der Zygomyceten (Teepe 
et al., 1988). Die Ergebnisse der RAPD-PCR von Absidia glauca (Ag), die als 
Vergleich hinzugezogen worden sind, zeigen ein gänzlich anderes Bild (Abb. 4.55). 
Hier sind 89,1% der Banden übereinstimmend. Die (-)- und (+)- Kreuzungstypen 
stammen im Gegensatz zu den Mm-Kreuzungstypen aus dem gleichen Habitat. In 
der Datenbank des CBS wird angegeben, dass der Stamm Ag (-) 101.48 bei Winkel 
im Rheingau, nahe des Rheins isoliert wurde, der Stamm Ag (+) 100.48 ebenso.  
Beide wurden von H. Burgeff isoliert und im Jahre 1948 an das CBS übergeben. Hier 
liegt der Fall also ein wenig anders, denn beide Kreuzungstypen sind an der gleichen 
Stelle gefunden worden.  
Daraus lassen sich vermutlich die größeren Übereinstimmungen im Bandenmuster 
erklären, denn da die Kreuzungstypen am gleichen Ort isoliert wurden, ist die 
Wahrscheinlichkeit hoch, dass genetisches Material regelmäßig ausgetauscht wurde 
und eventuelle Mutationen an den komplementären Stamm weitergegeben wurden. 
Daher sind die beobachteten Unterschiede der (-) und (+) Typen im Mucor mucedo 
Genom vermutlich auf die verschiedenen Standorte zurück zu führen und nicht auf 
einen Geschlechts – Dimorphismus.  
 
5.7 DNA-Sequenzvergleiche mit Dikarya und Mucoromycotina 
Die Abbildungen 4.48 – 4.53 zeigen deutlich, dass es große Unterschiede in den 
DNA-Sequenzen zwischen Mucor mucedo und Asco- Basidio- und Zygomyceten 
gibt. Daher ist es nachvollziehbar, dass sich die Aminosäuresequenzen ebenfalls 
unterscheiden. Durch diese erhebliche Differenz der Sequenzen auch innerhalb der 
Zygomyceten ist es zu erklären, dass sich in der MALDI-TOF Analyse bei den 
Zellwand– assoziierten Proteinen keine signifikanten Ergebnisse erzielen ließen. 
Diese weisen kaum konservierte Regionen auf, so dass es bei einem MASCOT – 
Abgleich der Proteinmassen mit den Proteinsequenzen schwierig ist, 
Übereinstimmungen mit weiteren Zygomyceten zu finden. Die zytoplasmatischen 
Proteine hingegen weisen innerhalb der Zygomyceten Regionen auf, die auch auf 
Genomebene konserviert sind. Teilweise sind diese Regionen auch in den Asco- und 
Basidiomyceten vorhanden  (Abb. 4.51). So erscheint es plausibel, dass auch die 
Proteinsequenzen dieser Gene hochkonserviert sind und sich für einen MASCOT-
Abgleich mit den Massen der Mucor mucedo – Proteine eignen. 
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5.8 Chitosanbildung während der Zygosporenentstehung 
Chitin ist ein ß-(1,4)- verankertes Polymer von N-Acetylglucosamin, eines der 
häufigsten Biopolymere in der Natur. Es kommt in verschiedenen Organismen vor, 
von Pilzen bis zu Insekten und Crustaceen (Cohen, 1987). Chitin ist notwendig für 
die Aufrechterhaltung der Pilz- Zellwand und der Septen. Allerdings macht Chitin nur 
1-2 % des Trockengewichts von Hefen aus (Klis, 1994), jedoch bis zu 40 % des 
Trockengewichts in filamentösen Pilzen (Bartnicki-Garcia et al., 1969).  
Chitosan, die deacetylierte Form von Chitin, ist ebenso ein wichtiger Bestandteil der 
Zellwand in unterschiedlichen Stadien des Lebenszyklus verschiedener Pilze 
(Christodoulidou  et al., 1996). Dennoch ist noch nicht geklärt, wie weit verbreitet 
Chitosan unter den Pilzen ist. Chitosan wird nicht direkt synthetisiert, sondern durch 
sekretierte Enzyme, die Chitindeacetylasen, produziert (Araki et al, 1975). Chitosan 
ist ein Polykation, das löslicher ist als das neutral geladene Chitin. Die Mucorales 
produzieren während des vegetativen Wachstums Chitosan (Orlowski, 1991), 
wohingegen Saccharomyces cerevisiae nur während der Sporulation Chitosan 
erzeugt (Christodoulidou  et al., 1996). Chitosan bildet hier eine Schicht an der 
Zellwand der Ascospore und ist vermutlich auch zwischen den einzelnen Sporen 
vorhanden (Coluccio et al., 2004). S. cerevisiae hat zwei Chitindeacetylasen, CDA1 
und CDA2, die nur während der Sporulation transkribiert werden (Christodoulidou  et 
al., 1996) und für die Lebensfähigkeit nicht notwendig sind. Die Ausschaltung beider 
Gene erzeugt Sporen, die empfindlicher gegenüber Schäden an der Zellwand sind 
(Christodoulidou  et al., 1999). Die Beteiligung dieses Enzyms in Pflanzen-Pathogen 
Interaktionen ist auch beobachtet worden (Tsigos et al., 1995). Die Isolierung des 
ersten CDA-codierenden Gens von Mucor rouxii zeigte eine große Ähnlichkeit mit 
den rhizobiellen nodB Proteinen, woraus man eine funktionelle Homologie dieser 
evolutionär entfernt verwandten Proteine ableiten kann (Kafetzopoulos D. et al., 
1993).  
Vor diesem Hintergrund lassen sich die Ergebnisse der Abbildungen 4.58 und 4.59 
erklären. Es scheint notwendig zu sein, für die Erkennung, bzw. Verschmelzung mit 
dem komplementären Kreuzungspartner Chitosan zu erzeugen. Daher ist zunächst 
bei einem Kreuzungstyp (welcher, ist noch unbekannt) eine Zunahme an Chitosan in 
der Gametangie zu beobachten. Nachdem jedoch das Zygosporenstadium erreicht 
ist, ist in beiden Partnern eine ausgeprägte Chitosan- Färbung nachzuweisen. 
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Möglicherweise spielt auch hier, wie bei den Ascosporen von S. cerevisiae 
beobachtet, Chitosan eine Rolle beim Schutz der Zellwand der Zygosporen.   
Eine weitere Erklärungsmöglichkeit ist die, dass Chitosan überhaupt notwendig ist für 
die Verschmelzung der beiden Partner. Da bei Pflanzen-Pathogen Interaktionen ein 
mit der Chitindeacetylase verwandtes Protein beobachtet worden ist, scheint es auch 
bei Mucor mucedo plausibel, dass  bei einer Interaktion beider Kreuzungspartner die 
Deacetylierung von Chitin essentiell für den Verschmelzungsvorgang ist. Dadurch 
ließe sich auch die relative Abwesenheit von Chitosan in den Sporangien erklären, 
da diese doch ebenso von einem Schutz der Zellwände durch Chitosan profitieren 
würden. Dennoch ist hier keine erhöhte Ausprägung von Chitosan festgestellt 
worden (vergl. Abb. 4.58 und 4.59). Um diese Theorie zu beweisen, müssen 
zunächst Chitindeacetylasen von Mucor mucedo charakterisiert und deren Aktivität in 
einem Western Blot in verschiedenen Stadien von Einzel- und Kreuzkulturen 
nachgewiesen werden.  
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6 Zusammenfassung 
Auf genomischer Ebene zeigen sich zwischen den beiden Kreuzungstypen (-) und 
(+) von Mucor mucedo erhebliche Differenzen (Abb. 4.54). Auf Proteinebene lassen 
sich jedoch nur wenige Unterschiede erkennen (Abb. 4.1 – 4.3). 
Die durch die MALDI-TOF Analyse gefundenen Proteinsequenzen sind ein guter 
Hinweis darauf, dass vor allem im (-)- Kreuzungstyp häufig Membran- gebundene 
Proteine aktiviert werden. Die Aktivierung des Zitronensäurezyklus und der ß-
Oxidation im (+)- Kreuzungstyp lässt darauf schließen, dass er einen erhöhten 
Energiebedarf hat. 
Die DNA-Sequenzergebnisse der klonierten Fragmente von Mucor mucedo zeigen 
im Vergleich mit Gensequenzen von Basidiomyceten, Ascomyceten und weiteren 
Zygomyceten (Abb. 4.48 – 4.53), dass sich Mucor mucedo erheblich von anderen 
Pilzen unterscheidet. Auch bei einem Sequenzvergleich mit den Zygomyceten Mucor 
circinelloides, Phycomyces blakesleeanus und Rhizopus oryzae wird deutlich, dass 
diese doch große Unterschiede aufweisen, so dass es nachvollziehbar ist, dass auch 
auf Proteinebene Unterschiede in der Aminosäuresequenz zu finden sind. Dies 
wiederum zeigt, dass es durch die MALDI-TOF Analyse schwierig ist, eindeutige 
Ergebnisse zu erlangen. Allerdings scheint sich dies auf die Zellwand – assoziierten 
Proteine zu beschränken, die häufig posttranslationale Modifikationen aufweisen, 
durch die das MALDI-TOF Verfahren zusätzlich erschwert wird. Bei den  
zytoplasmatischen Proteinen ließen sich 4 Sequenzen eindeutig bestimmen, da 
diese in ihren Aminosäuresequenzen hoch konserviert sind.  
 Die Ergebnisse der Chitosanfärbungen deuten darauf hin, dass bei der 
Verschmelzung beider Partner Chitosan unerlässlich ist. Es muss untersucht werden,  
wie viele und welche Chitindeacetylasen in Mucor mucedo vorhanden sind, um im 
Anschluss daran einen Doppel – oder Mehrfach- Knock-out zu erzeugen, um den 
Phänotyp beschreiben zu können. Möglicherweise sind die beiden Partner dann nicht 
mehr in der Lage, Zygosporen zu bilden.  
 
Abstract 
113 
 
7 Abstract 
At the genomic level several differences between the Mucor mucedo mating types (-) 
and (+) are visible (Abb. 4.54). At the protein level, however, only few differences are 
measurable (Abb. 4.1 – 4.3). 
Protein sequences found by MALDI-TOF analysis are an indication that especially in 
the (-)- mating type many membrane – associated proteins are activated. The 
activation of the citric acid cycle and the fatty acid ß-oxidation in the (+)- mating type 
are evidence to suggest that there is an elevated energy demand. 
DNA sequences results of the cloned fragments of Mucor mucedo show in 
comparison to gene sequences of basidiomycetes, ascomycetes and other 
zygomycetes (Abb. 4.48-4.53) that Mucor mucedo differs considerably from other 
fungi. A sequence comparison with the zygomycetes Mucor circinelloides, 
Phycomyces blakesleeanus and Rhizopus oryzae shows that they have significant 
differences which make it conceivable that there are considerable differences in the 
amino acid sequences at the protein level as well. This shows that it is difficult to 
receive reliable results in the MALDI-TOF analysis. Nevertheless this only seems to 
concern the cell wall associated proteins which very often have posttranslational 
modifications. These impede the MALDI-TOF method. Within the cytoplasmatic 
proteins four sequences were unambiguously identifiable since these amino acid 
sequences are highly conserved.  
The chitosan staining results indicate that chitosan is necessary for the fusion of both 
mating partners. It has to be evaluated how many and which chitin deacetylases are 
present in Mucor mucedo. Subsequently double- or multiple knock-outs should be 
constructed to describe the phenotype. It is possible that the respective mating 
partners will then not be able to form zygospores.  
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